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序章 
	 1944 年に Warning らにより、鉄を除いた栄養豊富培地で細菌が増殖できないことが示さ
れ、細菌の増殖に鉄が必須の因子であることが明らかになった(Warning et al., 1944)。その
後、細菌は外界から鉄を取り込む系を備えていることが示された。しかし、逆に細胞内に遊
離鉄イオンが過剰に存在すると好気呼吸で自然発生する過酸化水素と反応して細胞に有害な
活性酸素種(Reactive oxygen species ; ROS)の一種であるヒドロキシラジカルを生成し、細胞が
死に至ることがあるため、細菌は細胞内の鉄イオンを感知し、その濃度を一定に保つ機構を
保持していると考えられる。こうした細菌における鉄の恒常性維持機構の解明は基礎生物学
的にも重要な課題であり、近年さまざまな関連研究が行われている。 
	  
細菌を取り巻く鉄環境及び細菌の鉄獲得機構  
上記のように、細菌は積極的に外環境から鉄を取り込む必要があるが、その棲息環境のほ
とんどは、細菌にとって常に鉄が不足している状態にある(Griffithes et al., 1987)。例えば、ヒ
ト腸内環境で腸内棲息細菌や病原細菌が容易に取り込むことができる遊離鉄の濃度は約 10-12 
µM 程度であり(Bullen et al., 1981)、細菌が増殖に必要とする鉄濃度に比べて遥かに低い。 
一方、自然環境 (地殻) の鉄含有量は約 5％と金属元素の中では比較的多く、鉄は土壌や水
中に広く豊富に分布している。しかし、そのほとんどは不溶性の三価鉄の状態で存在してお
り、環境細菌が自由に利用できる可溶性の二価鉄は自然環境中に約 10-9 µM の濃度でしか存
在していない(Volkmar et al., 2002)。 
細菌はこのような鉄不足条件に晒される中で、独自の鉄取込み系を進化させてきた。周辺
の鉄存在量が飽和状態(5-10 µM 以上) の場合は、細菌は低親和性輸送系を介して鉄を取り込
むが、周囲の鉄存在量が不足状態(0.5-1.0 µM 以下)の場合は、三価鉄に高親和性を示す低分
子鉄キレート化合物(シデロフォア)を細胞外に分泌し、周囲の微量の鉄を効率良く取り込む
(Neiland et al., 1981)。細胞外で形成された三価鉄-シデロフォア複合体は、細胞表層に存在す
る三価鉄-シデロフォア複合体レセプターの働きにより細胞内に取り込まれる(Braun et al., 
2005 : Schalk et al., 2004)。三価鉄-シデロフォア複合体の取り込みにはプロトン駆動力が必要
であり、細胞内膜に存在する TonB-ExbB-ExbD 複合体がその供給源となる(Tong et al., 2009 ; 
Ollis et al., 2012)。細胞内で三価鉄はシデロフォアから解放されると同時に還元されて二価鉄
となり、主に酵素の補因子として利用される(Imbert et al., 1998 : Pandey et al., 2005)。このよ
うなシデロフォアを介した鉄取込み系により、細菌は鉄濃度の低い環境条件下でも必要量の
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鉄を取り込むことができる。 
しかしながら、細胞内の遊離二価鉄はフェントン反応(Fe2+ + H2O2 → Fe3+ + HO・) により、
ROS の一種で細胞に極めて有害なヒドロキシラジカルを発生させるため、過剰に取り込まれ
た鉄は、細胞の生存を脅かすものともなる(Krewulak et al., 2008)。そのため細胞内の遊離鉄イ
オン濃度を一定に保つことは、生物が生存する上で極めて重要である。 細菌では、細胞内の
遊離鉄イオン濃度を一定に保つシステムを発達させており、中でも Ferric Uptake Regulator 
(Fur)は細胞内の鉄濃度変化に応答し、鉄取り込みや利用に関わる遺伝子群の転写制御を行う
ことで鉄恒常性維持機構の中心的な役割を担っている(Troxell and Hassan 2013)。Fur ホモログ
は多くのグラム陰性細菌で見出されており、Pseudomonas aeruginosa (緑膿菌)の Fur の結晶構
造が解かれている(Pohl et al, 2003)。Fur は分子量約 17 kDa の鉄結合タンパク質であり、細胞
内の二価鉄イオン濃度が一定値を越えると Fe-Fur 複合体を形成する。この複合体が鉄応答性
遺伝子のプロモーターやその近傍に存在する Fur-box と呼ばれる 19 bp の回文配列 (大腸菌
Escherichia coli の場合 5’- GATAATGATAATCATTATC -3’ ) を認識し結合することで、その
下流遺伝子の転写を抑制する。細胞内の二価鉄イオン濃度が低下した鉄不足状態では Fur は
Fe-Fur 複合体を形成せず、Fur box はフリーとなり制御下の遺伝子が発現する(Fig.0-1)。 
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Fur の基本的な機能は制御領域 (Fur-box) への直接結合による転写抑制であるが、同様の
機構で non-coding RNA(ncRNA)の一種である regulatory small RNA(sRNA)の発現抑制を介する
ことで特定の遺伝子の発現を見かけ上活性化することも知られている。例えば E. coli におい
て ROS の除去に関与する鉄含有スーパーオキシドジスムターゼ(SodB)や鉄貯蔵タンパク質
は細胞内鉄高濃度時に Fur 依存的に高発現するが、これら遺伝子の発現制御には sRNA であ
る RyhB が介在する(Masse et al., 2002)。ryhB はプロモーター領域に Fur-box を持ち、鉄高濃
度時は Fur により転写抑制される一方で、鉄低濃度時には Fur による抑制が解除され、転写
誘導される。転写産物である RyhB は、Hfq を介して標的遺伝子 mRNA と相補的塩基対を形
成することで翻訳を抑制するため、Fur が見かけ上これら標的遺伝子の発現を活性化する
(Masse et al., 2002)(Fig. 0-2 A)。また ryhB とは相同性がないものの同様の機能を有する sRNA
として、Pseudomonas aeruginosa から prrF1 と prrF2 が (Mellin et al., 2007)、Neisseria 
meningitisdis から nrrF が(Wilderman et al., 2004)同定されている(Fig. 0-2 B)。 
一方、Neisseria gonorrhoeae では Fur 欠失株で転写量が減少した 16 の遺伝子が同定されて
おり、これら遺伝子上流には Fur box (精製 Fur が結合することをゲルシフトアッセイにより
確認している)が存在することから、Fur によって直接転写活性化されていると考えられてい
る(Yu and Attardo 2012)。すなわち、Fur による直接転写活性化機構の存在が強く示唆される
が、その機構は不明である。 
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Fig. 0-2 : sRNA による target mRNA の翻訳阻害 
	 A) sRNA は、RNA シャペロン Hfq 依存的に標的 mRNA の ribosome binding site (RBS)近傍と塩基対を形成し、当該遺伝子の翻訳
が抑えられている 
	 B) 細菌で同定された Fur 関与の sRNA による発現制御機構 
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シデロフォアを介した鉄の取り込み  
上記のシデロフォアを介した鉄の取込み系は、細菌が鉄不足環境下で棲息していく上で重
要である。これまでに多数の細菌株から約 500 種類ものシデロフォアが単離され、それらの
構造が決定されている(Schalk et al., 2011)。これらのほとんどは、非リボソーム型ペプチド合
成酵素によって合成され、D-アミノ酸あるいは N-メチル化やハロゲン化などによる修飾を受
けたアミノ酸を含む低分子ペプチド化合物(200 - 2000 Da) である(Atif et al., 2011)。また全て
のシデロフォアはいずれも三価鉄との親和性が非常に高く、三価鉄とのキレート安定度定数
は約 1030 M-1でありこれは三価鉄-EDTA 複合体におけるキレート安定度定数の約 104倍であ
る(Raymond et al., 2003)。 
シデロフォアは、キレート形成に関与する官能基によって Catecholate 型、Hydroxamate 型、
Carboxylate 型の 3 種に分類される(Fig. 0-3) (Krewulak et al., 2008 ; Marcus et al., 2007)。多くの
細菌が Carboxylate 型シデロフォアを合成するが、土壌棲息細菌に限ってみると、ほとんどが
Catecholate 型シデロフォアを、またカビのほとんどが Hydroxamate 型シデロフォアを合成す
る (Krewulak et al., 2008)。さらに E. coli や Mycobacterium tuberculosis 等からは 2 種類以上の
官能基を含むシデロフォアが単離されており、シデロフォアの構造は多岐にわたると考えら
れている(Krewulak et al., 2008 : Chu et al., 2010)。そしてこれら多様なシデロフォア鉄複合体
を特異的に取り込むための多種多様な細胞表層レセプターも多くの細菌株から同定されてい
る。加えて、他の菌が生産するシデロフォアを活用して鉄を取り込む機構を有する細菌も見
つかっている。例えば、Pseudomonas fluorescens B10 は、ゲノム中にシデロフォアの合成に
関しては pseudobactin の合成遺伝子を保持しているのみであるのに対して (Teintze et al., 
1981)、シデロフォアレセプターをコードする遺伝子は 24 種類も保持しており、異種株由来
のシデロフォア鉄複合体を積極的に取り込んでいると考えられる (Anthony et al., 2010)。 
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ヘム鉄の取り込み  
プロトポルフィリン-鉄複合体であるヘム鉄(Fig. 0-4) は、電子伝達系、ROS 除去、薬物代
謝など細菌の生育に必須なタンパク質の補因子であり、ほとんどの細菌は自身の細胞内でヘ
ム鉄を合成する(Choby and Skaar 2016)が、外界からヘム鉄を積極的に取り込む細菌も存在す
る。しかし、遊離鉄イオンと同様に、細胞内の遊離ヘム鉄もまた ROS の発生を誘発するこ
とから(Anzaldi and Skaar 2010)、ヘム鉄獲得あるいは合成に関与する遺伝子の転写は厳密
に制御されていると考えられている。これまで病原性細菌を中心にヘム鉄獲得に関与する遺
伝子が同定されており、それら遺伝子は Fur によって転写制御されている(Runyen-Janecky 
2013)。例えば Yersinia enterocolitica の hemPRSTUV 遺伝子群はヘム鉄の取り込みに関与す
るとして同定された最初の遺伝子群であり、hemR は outer membrane heme receptor を hemTUV
は cytoplasmic membrane heme ABC transporters をコードしている(Stojilkovic et al., 1992 ; 
Bracken et al. 1999)。HemS は細胞質に局在し、ヘム鉄結合能を有していることから、取り込
まれたヘム鉄を適切な場所に運搬する役割があると考えられているが、その生物学的意義は
未だ不明である(Schneider et al., 2006)。鉄過剰時には hemP 上流の Fur box に Fur が結合して
hemPRSTUV 遺伝子群の発現が抑えられる (Stojilkovic et al., 1992)。他細菌においても
hemPRSTUV 遺伝子群のホモログが数多く同定されており、それらのほとんどは Fur によって
制御されている(Runyen-Janecky 2013)。 
	 しかし、最近、ヘム関連遺伝子群の発現には Fur 以外の制御因子の関与も明らかとなって
きた。Lactococcus lactis において Heme-regulated transporter regulator (HrtR)はヘム鉄と結合す
ると活性化し、ヘム鉄排出遺伝子の転写を活性化させる(Sawai et al., 2012)。また Bordetella 
pertussis において、ヘム鉄獲得オペロン bhuRSTUV は、ヘム鉄応答 ECF シグマファクター
(HurI)とそのアンチシグマファクター(HurR)によって転写制御されている(Vanderpool and 
Armstrong 2003)。bhuRSTUV の発現は Fur にも制御されており、複雑かつ精密な制御系が働
いていると考えられる。 
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Fig. 0-4 : ヘム鉄の構造 
(http://www.aip.nagoya-u.ac.jp/en/public/nu_research/images/w_highlights_deceptiveattack01.pdf より転載) 
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活性酸素種  (ROS) の発生と除去  
代表的な ROS として、スーパーオキシド(・O2-)、ヒドロキシラジカル(HO・)がある (Fig. 0-5 
A) (James et al., 2013)。スーパーオキシドは、ATP 生産の過程で大量に発生する反応性の高い
フリーラジカル分子である。スーパーオキシドはスーパーオキシドディスムターゼ（SOD）
によって還元され、比較的安定な過酸化水素となる。しかし、過酸化水素は二価鉄と反応し
て非常に酸化力が高いヒドロキシラジカルに変化する (Fenton reaction ; Fig. 0-5 A)。ヒドロキ
シラジカルは反応性が高く、生体成分である脂質、タンパク質、糖質、核酸と反応してこれ
らを酸化するために、細胞にとって脅威となる。細胞膜を形成するリン脂質は、ヒドロキシ
ラジカルによりすばやく酸化され、さらに連鎖反応により隣のリン脂質も酸化される(Fig. 
0-6) (Agnes et al., 2012)。また、DNA 近傍でヒドロキシラジカルが発生すると、guanine や
adenine が酸化されて各々8-oxoguanine(8-oxo-G)、2-hydroxyadenine (2-OH-A)となる。さらに
8-oxo-G は adenine と、2-OH-A は guanine と塩基対を形成するため、点突然変異の要因となる
(Fig. 0-7)。 
多くの細菌は ROS を不活性化する機構を有しており、脂質ラジカルはビタミン E やビタ
ミン C がラジカル捕捉剤として働くことでリン脂質の連鎖酸化反応を抑制する(Fig. 0-8)。ま
た過酸化水素はカタラーゼ(Kat) やペルオキシターゼ(Ahp) により最終的に水と酸素に分解
される(Fig. 0-5 B)。しかし、ヒドロキシラジカルを直接的に無害化する抗酸化酵素は存在し
ないと考えられている。 
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A) 
	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	
B) 
	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	
Fig. 0-5 : ROS の発生と ROS 除去酵素 
	 A) 鉄と ROS の相互作用。O2− (スーパーオキシド)、H2O2 (過酸化水素水)、HO・(ヒドロキシラジカル)。 
	 	  鉄の触媒作用により生成したヒドロキシラジカルは DNA や細胞膜、タンパク質等に多大な悪影響を及ぼす。 
	 B) 酵素による ROS 除去機構。Kat (catalase)、Ahp (peroxidase) により過酸化水素は水と酸素に分解される。 
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Fig. 0-6 : 脂質過酸化反応	  
	 細胞膜を形成する脂質は、細胞内に蓄積したヒドロキシラジカルにより水素が引き抜かれ 
脂質自体がラジカル分子（lipid radical) となる。これと酸素がすばやく反応し peroxyl radical となるが、す
ぐに近隣の脂質から、水素を引き抜き lipid hydroperoxide となる。水素が引き抜かれた脂質は lipid radical
となり同様の反応が連鎖的に繰り返される。ただ、二重結合が 3 個以上ある不飽和脂肪酸においては、 
peroxyl radical 同士が分子内付加反応を起こすことにより、ラジカル構造が打ち消される。 
	 lipid hydroperoxide 自体は比較的安定な物質であるが、鉄イオンを含む重金属イオンと反応して再びラジ
カル化する。lipid hydroperoxide の二次生成物に Malonedialdehyd、4-hydroxy-2-alkenal、4-hydroxynonenal 等
がある。特に 4-hydroxynonenal はタンパク質を修飾し、強い細胞毒性を示す。 
 
Agnes et al., J. Breath Res., 6. (2012) より転載 
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Fig. 0-7 : 8-oxoG と 2-OH-A の構造及び、ミスマッチ塩基対の形成	  
	  
Fig. 0-8 : Vitamin E、Vitamin C によるラジカル捕捉作用(valko M et al., 2004 より転載) 
	 Vitamin E、Vitamin C は peroxyl radical (LOO・) から不対電子対を捕捉し脂質過酸化反応を抑制する。 
ラジカル化した Vitamin C は安定である。 
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Burkholderia 属細菌  
Betaproteobacteria に属する Burkholderia 属細菌は広範な環境に棲息しており、これまで 70
種以上が単離されている (Suárez-Moreno et al., 2012)。中でも B. mallei と B. pseudomallei は、
動物やヒトの病原体として広く知られている(Coeny et al., 2003)。一方、本属の細菌群には多
様な化学物質の分解能を有する株や有用物質生産株、窒素固定能を有する株も含まれており、
これら株はバイオレメディエーションや工業・農業分野において有効利用されている 
(Suárez-Moreno et al., 2012)。 
Burkholderia属細菌の中でも、16S rRNA等の配列に基づく系統学的分類で極めて近縁と考
えられる17種 (Vanlaere et al., 2009)の細菌群はBurkholderia capacia complex (Bcc)と総称され
ている。Bcc群細菌の多くは日和見感染菌であり、嚢胞性線維症 (cystic fibrosis : CF) 患者に
感染すると重篤な肺炎を引き起こす  (Vanlaere et al., 2009)。Bcc群細菌の中でも特にB. 
multivoransとB. cenocepaciaは頻繁にCF患者から単離される細菌であり医学的に重要な研究
対象である(LiPuma et al., 2001 : Reik et al., 2005)。またBcc群細菌は互いに近縁であるにもか
かわらず、それぞれが異なる多様な形質を持つこと、そしてこれら細菌群はCF患者のみなら
ず、土壌、水中、土砂、植物根圏、病院環境といったあらゆる環境から単離されることから 
(Mahenthiralingam et al., 2006)、高い環境適応能力を有していると考えられている。 
Bcc群細菌においてもシデロフォアを介した鉄獲得機構が解明されており、本菌群が生産
するシデロフォアとしてpyochelin、ornibactin、cepabactin、cepaciachelinの4種が同定されてい
る(Thomas, 2007) 。複数のシデロフォアを生産するものも知られており、B. cenocepacia に属
する複数株はpyochelinとornibactinの2種類のシデロフォアを生産する (Darling et al., 1998 ; 
Sokol et al., 1999)。 
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Burkholderia multivorans ATCC 17616 株  
Burkholderia multivorans ATCC 17616 株は、アメリカバークレーの土壌からアントラニル酸
による集積培養を経て単離された Bcc 群細菌株である(Vanlaere et al., 2009)。本株のゲノムは、
3.4 Mb (Chr.1)、2.5 Mb (Chr.2)、0.9 Mb (Chr.3)の 3 本の環状染色体と、170 kb の環状プラスミ
ドから構成されている。当研究室では Chr.1 と Chr.2 にハウスキーピング遺伝子や栄養要求性
遺伝子が分散して存在すること、Chr.3 に rRNA オペロンが存在することを見いだしており、
主染色体以外のレプリコンも基本的な生命活動に必須であることを示している(Komatsu et 
al., 2003 ; Nagata et al., 2005)。また Bcc 群細菌は他の Burkholderia 属細菌と比較して多様な炭
素源の資化能を有しており、ATCC 17616 株は検討された 146 の化合物のうち 94 の化合物を
単一炭素源として資化できた(Stanier et al., 1966)。本株は、土壌環境で特異的に発現する遺伝
子の同定(Nishiyama et al., 2012)、土壌環境で生育するのに必須な遺伝子の同定 (須藤 2007 ; 
Nagata et al., 2014 ; 石橋 2013)、など様々な観点から解析されており、土壌細菌のモデル株と
して今後も幅広く研究が展開されると期待される。 
 
ATCC 17616 株の Fur に関連する知見  (当研究室での先行研究) 
当研究室では、ATCC 17616 株を用いて、Burkholderia 属細菌で初めて fur 遺伝子の破壊に
成功した(以下 fur 破壊株を DF1 と記す)。さらに、本株の Fur 制御遺伝子を網羅的に同定す
るために、DF1 株を用いたマイクロアレイ解析を実施し、野生株に比べて DF1 株での転写量
が 2 倍以上増加する 105 の遺伝子、1.5 倍以上減少する 76 の遺伝子を同定した(Yuhara et al., 
2008)。転写量が増加した遺伝子には鉄取込みや鉄代謝に関わることが示唆された遺伝子に加
えて、ECF シグマ因子や推定転写制御因子をコードする遺伝子が含まれていた。一方、転写
量が減少した遺伝子には ROS 除去系や物質代謝に関わる anthranilate dioxygenase や succinate 
dehydrogenase をコードする遺伝子等が含まれていた。なお、転写の増減が観察された遺伝子
群には、機能未知のタンパク質をコードする遺伝子も多数含まれていた。また、後藤は DF1
が、野生株が唯一の炭素源として利用できる様々な種類の炭素源の資化能を失っていること
を見いだした (後藤 2006)。 
一方、湯原は本株のゲノムで Fur が特異的に結合する塩基配列 (Fur-box)を網羅的に同定す
るために Fur titration assay (FURTA)を実施し、ATCC 17616 株ゲノム上の 13 箇所の Fur-box
を同定した(Table 0-1)。これら Fur box には大腸菌の Fur box 19bp のうち 10 から 14 塩基相同
な配列が含まれていた。さらに、精製した ATCC 17616 株由来の Fur が当解析から同定され
 21 
た 13 箇所の Fur-box と結合することをゲルシフトアッセイで示している。なお、13 箇所の
Fur-box うち 9 箇所の下流には、鉄取込みに関与する膜タンパクや鉄貯蔵による鉄恒常性維
持に関わるタンパク質をコードする遺伝子が存在していた。 
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Yuhara ら(2008)はさらに DF1 株が多面的な表現型を示すことを見いだした。まず、DF1 株
は野生型株と比較してストレプトニグリンに高感受性となった。ストレプトニグリンは細胞
内の遊離鉄イオンと結合することで活性化する薬剤であり、これに対する感受性の度合いは
細胞内遊離鉄量の指標となることから、DF1 株での細胞内遊離鉄濃度の上昇が示唆された
(Table 0-2)。さらに、コハク酸やクエン酸をはじめとする炭素源の資化能が低下すること、
過酸化水素や活性窒素種である一酸化窒素に高感受性になることも示された。 
このように DF1 株が示す多面的な表現型のそれぞれにどのような因子が関与するかを明
らかにすることは、Fur が global regulator としてどのように細胞の恒常性維持に関与している
かを包括的に解明する手がかりとなると考えられた。そこで DF1 株が示す一酸化窒素に対す
る高感受性が抑圧されたサプレッサー変異株 2 株 (SOF8 株と SOF11 株)と、コハク酸あるい
はクエン酸に対する資化能低下が抑圧されたサプレッサー変異株 12株 (CIT1~6株とSUC1~6
株)を取得し、その表現型を DF1 株及び野生型株 (以下 WT 株)と比較したところ、全てのサ
プレッサー変異株は、ストレプトニグリン感受性、各種炭素源の資化能、過酸化水素・一酸
化窒素感受性について WT 株と同様の表現型を示した。タイリングアレイ解析により SOF8
株と SOF11 株のゲノム上の変異箇所を同定したところ、H2O2 応答転写制御因子をコードす
る oxyR の内部に共通の変異が起きていた(Kimura et al., 2012)。SDS-PAGE により SOF8 株、
SOF11 株、oxyR 破壊株 (DO1 株)の細胞内タンパク質プロファイルを WT 株のものと比較し
たところ、これら 3 株のいずれでも特異的に高発現しているタンパク質が 3 つ存在した。こ
れらタンパク質の N 末端アミノ酸配列の解析の結果、各タンパク質をコードする遺伝子は
KatG (catalase)、AhpC (alkyl hydroperoxidade subunit C)、AhpD (alkyl hydroperoxidade subunit D)
をコードするとアノテートされた遺伝子であった。DO1 株を用いたマイクロアレイ解析でも、
これら 3 つの遺伝子の転写量は WT 株と比較して増加していた。	  
なお FURTA により同定された 13 遺伝子(Table 0-1)のうち 7 遺伝子は、DO1 株で転写量が
1.5 倍以上上昇しており(Table 0-3) 、OxyR と Fur の間の遺伝学的関連性が示唆された。また、
DF1 株で KatG を高発現させた場合に、過酸化水素に対する感受性が WT 株レベルに低下し
たことから、KatG の過酸化水素耐性能への関与が明示された(木村 2012)が、KatG がカタラ
ーゼ活性を有しているかは不明である。一方、KatG の高発現により炭素源資化能の低下や一
酸化窒素耐性能は抑圧されず、KatG 高発現のみでは DF1 株の示す多面的な表現型の全ては
回復しなかった(木村 2012)。DF1 株の AhpC や AhpD の高発現株の作製には成功しておらず、
両タンパク質の機能は不明であるが、サプレッサー株においてこれらの高発現化が多面的な
 24 
表現型の回復に関与している可能性は高い。これらの結果から CIT1~6 株と SUC1~6 株にお
いても oxyR に変異が入っていることが予測されたため、これら 12 株の oxyR およびその周辺
のシーケンス解析を行ったところ、CIT1~3 株には oxyR 内部に変異が見られた。しかし、残
りの 9 株では当該領域に変異が見つからなかったため、9 株からランダムに 5 株を選抜し
(SUC2、SUC5、SUC6、CIT5、CIT6)、Illumina 社製のシーケンサーを用いて変異箇所を同定
したところ、5 株全てにおいて hemin uptake protein をコードするとアノテートされた hemP 
(Chr. 1; BMULJ_02186 )の内部あるいはその直上下流に変異が見られた(梅原 2012)(Fig. 0-7)。
なお、マイクロアレイ解析において hemP は WT 株に比べて DF1 株で最も転写量が増加した
遺伝子であった(Table 0-4)。 
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Chr Locus tag Gene name Putative function or product DO1 / WT
I BMULJ_0177 Conserved hypothetical protein 2.22
I BMULJ_0290 TonB-dependent outer-membrane siderophore receptor 1.02
I BMULJ_1151 Substrate -binding protein of ABC-type Fe3+transporter system 1.45
I BMULJ_1305 fecI ECF subfamily RNA polymerase sigma factor 2.65
I BMULJ_1637 orbS ECF subfamily RNA polymerase sigma factor 4.02
I BMULJ_2169 TonB-dependent outer-membrane siderophore receptor 3.59
I BMULJ_2179 bfd Bacterioferritin-associated ferredoxin 1.93
I BMULJ_2186 Putative hemin uptake protein 0.48
I BMULJ_3111 Uncharacterized iron-regulated membrane protein 1.79
II BMULJ_4723 TonB-dependent outer-membrane siderophore receptor 2.19
II BMULJ_4943 TonB-dependent outer-membrane siderophore receptor 0.71
II BMULJ_5188 TonB-dependent outer-membrane hemin receptor 0.85
II BMULJ_5325 Putative ligand-gated protein 1.37
Table 0-2 : DF1 株及び、サプレッサー変異株の表現型を WT 株と比較 
○ : 表現型が WT 株と同等のレベルになったことを示す 
Table 0-3 : DO1株におけるFurレギュロン構成遺伝子の転写変化	 (木村 2012) 
FURTA により同定された 13 遺伝子のうち 7 遺伝子は DO1 株で転写量が 1.5 倍以上上昇していた (青網掛け)。 
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	 以上が本研究に先立ち当研究室で明らかにされてきた ATCC 17616 株における Fur を中心
とした鉄関連の知見である。すなわち、本株でも Fur が様々な細胞内プロセスに関与してい
ることや、Fur と OxyR に遺伝学的関連性があることなどの重要な知見が提示され、本株の
Fur を介した遺伝子発現ネットワークの全体像を解明するための基盤は整ったと考えられる。
しかし、(i) Fur 支配下遺伝子の転写開始点ならびにプロモーター配列（Fur 結合領域とプロモ
ーターとの相互の位置関係）、(ii) hemP を始めとする多くの Fur 制御下遺伝子の機能、(iii) 
ATCC 17616 株における Fur に制御される sRNA の存在の有無、(iv) KatG、AhpC、AhpD の詳
細な機能、(v) OxyR と Fur の機能的関連性の詳細、などについては未解明なままである。 
	 以上の背景をふまえ、本研究では Fur が直接的に発現制御する遺伝子の発現調節機序につ
いて知見を得ること、また Fur により支配される、あるいは Fur と遺伝学的に関連する複数
の細胞内プロセスに関する遺伝子の機能解明を通じて Fur がどのように細胞の恒常性維持に
関与しているかについて明らかにすることを目的とした。具体的には、 
・ATCC 17616 株の Fur に関する網羅的な解析 (1 章) 
・Fur で転写制御される機能未知遺伝子 hemP の解析 (2 章) 
・OxyR 制御下遺伝子の解析 (3 章) 
	 を実施した。 
  
 27 
 
  
Gene name Putative protein DF1 / WT
hemP hemin uptake protein 23.7
orbA iron complex outer membrane receptor protein 9.6
yhbH sigma 54 modulation protein 9.2
cspA cold shock protein 8.2
hmuR iron complex outer membrane receptor protein 4.7
Table 0-4 : DF1 株で転写量が増加した上位 5 遺伝子 (マイクロアレイによる解析) (Yuhara et al,. 2008) 
	 マイクロアレイによる解析から、hemP は DF1 株で最も転写量が増加した遺伝子であった。 
orbA と hmuR は鉄取込み膜タンパク質をコードするとアノテートされている。特に orbA は、 
オルニバクチン鉄複合体を特異的に取り込む膜タンパク質をコードしていると推測されてい
る。 
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第 1 章	 ATCC 17616 株の Fur に関する網羅的解析  
 
1-1 緒言  
近年、一度に大量の DNA 断片のシーケンスを決定する装置、いわゆる次世代型シーケン
サーの登場とそれを利用した解析手法の開発により、さまざまな網羅的解析が可能となりつ
つある。次世代型シーケンサーを用いたトランスクリプトーム解析(RNA-seq)では、網羅的な
遺伝子発現量に関する情報に加え、ncRNA などの新規の転写単位や、アンチセンス RNA な
どの相補鎖からの転写産物候補に関する情報も得られる。従って、RNA-seq 解析は、Fur を
介した転写プロファイルの全体像の俯瞰のみならず、その過程で機能する RNA 産物を含め
た転写制御因子の関連性を明らかにする上で極めて有効な手段であると考えられる。そこで、
本章では、B. multivorans ATCC 17616 株の Fur 制御下因子に関する情報を得ることを目的に、
野生型株及び DF1 株を用いて RNA-seq 解析を実施した。 
	 また、次世代型シーケンサーを利用して全 RNA の 5’末端の配列を決定し、転写開始点及
び転写量を網羅的に解析する手法(Transcriptional start site assay; TSS)が開発されており、E. 
coli (Kim et al., 2012)、  Salmonella enterica serovar Typhimurium (Kroger et al.,2012) 、
Helicobacter pylori (Sharma et al., 2010)等に適用されている。本章では DF1 株に対して TSS 解
析を実施し、先行研究において FURTA 法で同定されていた Fur-box を有する 13 遺伝子につ
いて転写開始点と Fur-box との相対的な位置関係を明らかにした。さらに、RNA-seq 解析と
TSS 解析により得られたデータから ncRNA の探索を行った。これら本章で実施した Fur に関
する網羅的解析の結果は、今後 ATCC 17616 株を対象とした遺伝学的解析の基盤データとし
て有用である。 
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1-2 材料と方法  
各実験は、記載しない限り 3 回の実験を行い平均と SD を求めた。 
1-2-1. 培地  
本章で使用した培地組成 (1 L あたり)は以下の通りである。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
                                
             
 
 
 
  3 価鉄を唯一鉄源とする培地(鉄含有培地)として、M9 培地に FeCl3を終濃度 30 µM 添加し
た。また鉄制限培地として、M9 培地に鉄キレート剤 2,2′-bipyridyl (SIGMA)を終濃度 200 µM
添加した。 
ヘム鉄を唯一鉄源とする培地(ヘム鉄含有培地)として M9 培地に 2,2′-bipyridyl を終濃度 200 
µM 、hemin (SIGMA)を終濃度 30 µM 添加した。 
  
  LB 培地 
Bacto tryptone 
Bacto yeast extract 
NaCl 
 
M9 培地 
KH2 PO4 
Na2 HPO4 
NH4 Cl 
NaCl 
1 M MgSO4 
0.1 M CaCl2 
  1/3 LB 培地 
Bacto tryptone 
Bacto yeast extract 
NaCl 
 
10 g 
5 g 
5 g 
3.3 g 
1.7 g 
5 g 
3 g 
6 g 
1 g 
0.5 g 
200 µl 
100 µl 
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1-2-2. 菌株、プラスミド、プライマー  
本章で使用した菌株及び、プラスミドを Table 1-1 に、使用したプライマーを Table 1-2 に
示す。  
Table 1-1 : 本章で使用した菌株、プラスミド 
本章 
Table 1-2 : 本章で使用したプライマー 
  primers Sequence (5' to 3') Use
TSS assay
Region upstream of hemP RNA adapter ACACUCUUUCCCUACACGACGCUCUUCCGAUCUGACU Ligation to RNA adapter
Random primer CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATCTCTTCCGATCTNNNNNN Reverse transcription
Region downstream of hemP Primer 1.1 CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATCTCTTCCGATCT Amplified cDNA
Primer 2.1 AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACTCTTTCCCTACACGACGCTCTTCCGATCT Amplified cDNA
Region upstream of hmuR FURTA
		 GGAATTCTCCTGTCGAAACCAGGTCGCCC Construction of pHSG_ncRNA(1)
Region downstream of hmuR 
	 GGAAGCTTGGACCGCATCGTCTACGGCG
		 GGGAATTCTCCATCCCCGTTTGATTGCC Construction of pHSG_ncRNA(2)

	 GGAAGCTTGATGCGAAGAATAGAGATTGG
qRT-PCR
	 TCAGTGAACTAGGCAGAGGA ncRNA(1)
	 TTTCGACAGGGGTTGTGAAG
	 CAGATAAGTACAGGTAAGTTC ncRNA(2)
 CGATACTGCATTCCCCGGTC
promoter analysis
pncRNA(1)_xhoI_pYO GGCTCGAGCGTACGGCTACTGCGGC Construction of pYO_ncRNA(1)
pncRNA(1)_xbaI_pYO GGTCTAGAGCGGATAAGATTGATCATTATAG
pncRNA(2)_xhoI_pYO GGCTCGAGGCATCGACGGCACGCGACGTG Construction of pYO_ncRNA(2)
pncRNA(2)_xbaI_pYO GGTCTAGAGATGCGAAGAATAGAGATTGGCC
 Strain or plasmid Relevant characteristics Reference or source
 E. coli strains
  JM109 recA1 endA1 gyrA96 thi -1 hsdR17 (rk
-  mk
+) e14 -(mcrA-) supE44 relA1 Hanahan,D et al. (1983)
Δ(lac-proAB)/F’[traD36 proAB+ lacIq lacZ ΔM15]
H1717 aroB fhuF::λplacMu Hantke, K. (1987)
 B. multivorans
ATCC 17616 Soil isolate; type strain ATCC
DF1 Cmr; ATCC 17616 fur deletion mutant Yuhara et al. (2008)
 Plasmid
pME6041 Kmr; shuttle vector able to replicate in E. coli and B. multivorans Heeb et al. (2000)
pKOM46 Kmr; pME6041 carrying fur Yuhara et al. (2008)
pYO103 pEX18Tc-based plasmid for integration into ATCC 17616 Chr1 of a gene in Ohtsubo et al. (2012)
conjunction with pKLZ-G-derived gfp and lacZ genes
pYO103_ncRNA(1) Tcr; pYO103 carrying ncRNA(1) promoter this study
pYO103_ncRNA(2) Tcr; pYO103 carrying ncRNA(2) promoter this study
pHSG398 Cmr; plasmid vector Takeshita et al.(1987)
pHSG398_ncRNA(1) Cmr; pHSG carrying upstream of ncRNA(1) this study
pHSG398_ncRNA(2) Cmr; pHSG carrying upstream of ncRNA(2) this study
 32 
1-2-3. E. coli の形質転換  
	 HIT Competent Cells JM109 (RBC Bioscience)を添付の説明書に従って使用した。 
 
1-2-4. B. multivorans ATCC 17616 株の形質転換法  (Electroporation 法) 
	 GENEPULSER (BIO-RAD)を使用し以下の手順で行った。 
1. B. multivorans の冷凍ストックを 10 ml の LB 培地に懸濁し、30℃で OD660 = 0.6 にな 
るまで振盪培養した。 
2.  9,000 x g、4℃で 1 min 遠心分離し集菌した。 
3.  氷冷した滅菌水 1 ml を加えピペッティングで良く懸濁し 9,000 x g、4℃で 1 min 遠 
	 	 心分離し集菌した。 
4.  ③の操作をさらに 3 回繰り返した。 
5.  滅菌水を 50 µl 加えピペッティングで良く懸濁し、幅 1 mm の Electroporation 用のキ	  
	 	 ュベットに入れた。 
6.  プラスミドを適量加えよく混合し、氷中で 15 min 静置した。 
7.  300 Ω、25 µF、1.8 kV の条件でパルス処理を行った。 
8.  直ちに、SOC 1 ml を添加した。 
9.  30℃で 1 h 培養し、選択寒天培地に塗布した。 
 
1-2-5. E.coli からプラスミドの回収  
	 プラスミドの回収には Labo Pass Mini Plasmid Purification Kit (COSMO)を添付の説明書に従
って使用した。 
 
1-2-6. 制限酵素処理  
	 本研究で使用した制限酵素及び、反応 buffer は TAKARA 社製のものを、添付の説明書に
従って使用した。 
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2-2-7. Polymerase chain reaction (PCR) 法  
	 PCR 法には ExTaq DNA polymerase (TAKARA)、KOD-Plus-Ver.2 polymerase (TOYOBO)のい
ずれかを添付の説明書に従って使用した。反応装置には C1000 Thermal Cycler(Bio-Rad)を用
いた。コロニーダイレクト PCR を行う際は、滅菌爪楊枝を用いて微量の菌体を反応液に懸濁
し鋳型とした。 
 
1-2-8. DNA の電気泳動  
	 DNA の電気泳動には、0.8% agarose gel と Tris-acetate-EDTA (TAE)を用い、MUPID 小型電
気泳動槽 (ADVANCE)で 135 V で 20 min 行った。Agarose gel の撮影には GelDoc XR (Bio-Rad)
を用いた。 
 
1-2-9. DNA の ligation 
	 DNAの ligationにはTakara Ligation Kit Mighty Mix (TAKARA)を添付の説明書に従って使用
した。 
 
1-2-10. Gibson Assembly system (BioLabs)による DNA クローニング  
	 プライマーの設計には、Gibson Assemble system 用のプライマー設計ソフト NEBuilder 
(http://nebuilder.neb.com)を使用した。クローニング操作は、添付の説明書に従って使用した。 
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1-2-11. プロモーター活性測定  
	 pYO103 のマルチクローニングサイト XhoI-XbaI 間にプライマーセット 
pncRNA (1)_xhoI_pYO と pncRNA (1)_xbaI_pYO、あるいは pncRNA (2)_xhoI_pYO と pncRNA 
(2)_xbaI_pYO を用いて PCR 増幅した配列をクローニングし、それぞれ pYO103_ncRNA (1) と
pYO103_ncRNA (2)と命名した。これらを ATCC 17616 株に導入し、40 µg/ml テトラサイク
リン含有 1/3LB 固体培地上でシングルクロスオーバーを起こした株を選択した。これらの株
を 10 %シュークロースと X-gal 含有 1/3LB 固体培地に植菌し、青色コロニー (ダブルクロス
オーバーを起こし、目的配列が ATCC 17616 株の染色体に組み込まれた株)を選択した。最終
的に得られた目的株を 1/3LB 培地及び、1/3LB に鉄キレート剤を添加した培地(鉄欠乏条件)
で培養し、10 min ごとに OD660の値と蛍光値を測定した。 
 
1-2-12. FURTA 法  (Hantke et al., 1987) 
	 pHSG398 のマルチクローニングサイト  EcoRI – HindIII 間にプライマーセット
EcoR_ncRNA(1)_FB_F と Hind_ncRNA (1)_FB_R あ る い は 、 EcoR_ncRNA(2)_FB_F と
Hind_ncRNA(2)_FB_R を用いて PCR 増幅した配列をクローニングし、それぞれ
pHSG398_ncRNA(1)、pHSG398_ncRNA(2) と命名した。これらを E. coli H1717 株に導入し、
30 µM FeCl3を含む MacConkey lactose agar plate 上で 37oC で 24 h 培養した。 
 
1-2-13. RNA 抽出  
	 菌株を OD660=1.0 になるまで振とう培養し、回収した菌体から RNeasy mini kit (QIAGEN)
を用いて RNA を抽出した。ゲノム DNA の除去は RNase-Free DNase set (QIAGEN)を用い行っ
た。一連の操作はそれぞれ添付の説明書に従って行った。 
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1-2-14. 逆転写反応  
	 逆転写反応には SuperScript II Reverse Transcriptase (Invitrogen)を用い、操作は説明書に従っ
た。反応条件は以下に示す。 
 
        1 cycle 
 	 	 	 65°C	 5 min 
	 	 	  42°C	 50 min 
	 	 	  70°C	 15 min 
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1-2-15. 定量 RT-PCR 
サーマルサイクラーは Opticon 2 system (Bio-Rad)、酵素は SYBER Premix ExTaq 
(TAKARA)を用いた。内部標準には dnaA 遺伝子の転写量を用いた。 
反応液の組成を以下に示す。1 ウェルあたり 
 
	 	 	  cDNA	       	 	 	 	 	           1 µl 
	 	    SYBER Premix ExTaq             10 µl 
   	 	 Primer × 2                        1 µl 
   	 	 DW                             7 µl 
       Total	                          20 µl	  
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- TSS 解析 - 
TSS 解析の概要を Fig. 1-1 に示す。 
 
1-2-16. TSS 解析用 RNA の抽出  
菌株を OD660 = 1.0 になるまで 1/3 LB 培地で振とう培養し、回収した菌体から RNeasy mini 
kit (QIAGEN)を用いて RNA を抽出した。ゲノム DNA の除去には RNase-Free DNase set 
(QIAGEN)を用いた。一連の操作はそれぞれ添付の説明書に従った。 
 
1-2-17. DNA および RNA のエタノール沈殿  
	 DNA および RNA はエタノール沈殿で精製した。一連の操作に用いる水は、DNA 用には
蒸留水を、RNA 用には RNase Free 水を使用した。 
 1.	 RNA/DNA 溶液に水を計 200 µl になるように添加した。 
 2.  PCI 溶液(phenol : chloroform : isoamyl alcohol=25:24:1)を 200 µl 添加し混合した。 
 3.  冷却遠心機で 15,000 rpm、10 min 遠心した。 
 4.  上清 180 µl を新たなチューブに移した。 
 5.  3 M 酢酸ナトリウムを 18 µl、エタノールを 495 µl 添加した。 
 6.  氷上に 2 min 置いた。 
 7.  冷却遠心機で 15,000 rpm、10 min 遠心した。 
 8.  ピペッティングで上清を除き、冷 70％エタノールを 1 ml 添加した。 
 9.  冷却遠心機で 3,000 rpm、1 min 遠心した。 
10.  ピペッティングで液体を完全に取り除き、減圧乾燥した。 
11.  16 µl の水に溶かした。   
 
1-2-18. 抽出した Total RNA の分解度評価  
Agilent 2100 バイオアナライザ及び、Agilent RNA6000 ナノキット (Agilent Technologies)を
用い Total RNA のサイズ分布を解析した。また Agilent 2100 バイオアナライザに備わってい
るツール RNA Integrity Number (RIN)を用いて Total RNA の分解度評価を行った。解析操作は
添付説明書に従った。 
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Fig. 1-1 : TSS 解析の概要 
(1) Total RNA を Terminator-5’-phosphate dependent exonuclease (TEX)により処理することで 5’末端がモ
ノリン酸基である RNA (tRNA、rRNA、分解された RNA)を分解し、転写開始末端を含む RNA のみを
抽出する。(2) Tobacco Acid Pyrophosphatase (TAP)処理により、mRNA の 5’末端の 3 リン酸をモノリン
酸に変換する。(3) T4 RNA リガーゼにより RNA adapter を mRNA の 5’末端に連結する。(4) Random 
primer により cDNA を合成する。(5) Primer 1.1、Primer 2.1 を用いて PCR 増幅し、シーケンスライブラ
リーとする。なおライブラリーの青と緑で示した両末端の配列は、イルミナシーケンスのブリッジ PCR
に必要な配列であり、赤で示した配列は Sequence primer のアニーリング領域である (Table 1-3 で示し
た色と対応)。(6) Sequence primer のアニーリング位置のすぐ隣から、1 塩基ずつ配列が読み取られる。
RNA adapter の 3’末端側にはタグ配列 (GACU) が付加されているため、得られる塩基配列データは
GACT に続いて RNA の 5’末端からの配列となる。 
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1-2-19. 5’末端にモノリン酸基を持つ RNA の除去  
mRNA-ONLY TM prokaryotic mRNA Isolation kit (Epicentre)を用い、以下に示す量で混合し
30℃で 120 分間反応させた。 
  
  mRNA-ONLY 10x Reaction Buffer A    
  Script Guard RNase Inhibitor  
  Total RNA Sample  
  Terminator Exonuclease                       
  Total reaction volume                     
 
 
1-2-20. 5’トリリン酸基を持つ RNA のモノリン酸化  
Tobacco Acid Pyrophosphatase (Epicentre)を用い、以下に示す量で混合し 37℃で 120 分間反
応させた。 
  
  Nuclease- Free Water                      
  RNA Sample     
  10x TAP Reaction Buffer      
  Tobacco Acid Pyrophosphatase           
  Total reaction volume                     
 
1-2-21. RNA アダプターの結合  
T4 RNA Ligase (Epicentre)を用い、以下の 1、2、3 を混合して 70℃で 2 min インキュベート
したのち、4、5、6 を加えて 37℃で 30 min 反応させた。 
 
1.  Nuclease- Free Water                      
2.  RNA Sample        
3.  2 pmol / ml RNA アダプター        
4.  10X RNA Ligase Buffer                      
5.  10mM ATP                                
6.  RNA Ligase 5 U/l                       
  Total reaction volume                      
  
2 µl 
0.5 µl 
16.5 µl 
1 µl 
20 µl 
36 µl 
7 µl 
5 µl 
2 µl 
50 µl 
 
 
22.5 µl 
15 µl 
2.5 µl 
5 µl 
5 µl 
2 µl 
52 µl 
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1-2-22. 逆転写反応  
Reverse Transcriptase II (invitrogen)を用い、1、2、3 を混合して 37℃で 10 min、次いで 25℃
で 10 min インキュベートした。さらに、4、5、6 を加えて 25℃で 10 min、37℃で 10 min、42℃
で 60 min 反応させた。最後に、70℃で 10 min インキュベートした。 
 
1.  RNA Sample 
2.  100 pmol Random Primer 
3.  Nuclease-Free Water 
4.  5x Buffer 
5.  100 mM DTT 
6.  10 mM dNTP 
7.  RNaseout 
8.  SSII (200 U/l)                    
  Total reaction volume 
 
1-2-23. PCR によるタグ DNA 配列の付加  
PCR法にはExTaq DNA polymerase (Takara Bio)を用い、以下に示す量で混合し反応させた。 
PCR の装置には C1000TM Thermal Cycler を用いた。 
 
ExTaq DNA polymerase 
  蒸留水 
  Primer 1.1 
  Primer 2.1 
  cDNA                        
  Total reaction volume 
 
  
反応条件 
98℃、30 sec 
98℃、10 sec 
65℃、30 sec  14 サイクル 
72℃、30 sec 
72℃、 5 min 
4℃ 
 5 µl 
0.82 µl 
24.18 µl 
12 µl 
3 µl 
3 µl 
1 µl 
7.5 µl 
56.5 µl 
 
 2 µl 
8 µl 
1 µl 
1 µl 
15 µl 
50 µl 
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1-2-24. DNA シーケンシングライブラリーのサイズ分布解析  
	 Agilent 2100 バイオアナライザ及び、High Sensitivity DNA キット (Agilent Technologies)を
用い解析した。解析操作は添付説明書の指示に従って行った。 
 
1-2-25. Illumina 社の MiSeq シーケンサーによる塩基配列の決定  
MiSeq Reagent Kit version 2 の 500 サイクルキット(250 bp x 2)を使用して RNA の 5’末端の
塩基配列の決定を行った。前処理は添付説明書の指示に従って行った。サンプルには等量の
PhiX DNA control を添加し測定した。 
 
1-2-26. マッピング  
	 DNA 配列比較ソフトウエア GenomeMatcher (Ohtsubo et al., 2008)の GeneDrawer 機能により、
mRNA の発現量 (GACTに続く 31 merの重複回数を mRNA の発現量と仮定した) と転写開始
点を ATCC 17616 株のゲノム上にマップした。 
 
 
  
 42 
- RNA-seq - 
1-2-27. RNA-seq 解析用 mRNA の抽出  
	 菌株をOD660 = 1.0になるまで 1/3LB培地で振とう培養し、回収した菌体からRNeasy mini kit 
(QIAGEN)を用いて RNA を抽出した。ゲノム DNA の除去には RNase-Free DNase set (QIAGEN)
を用いた。rRNA の除去には MICROBExpres Bacterial mRNA Enrichment を使用した。一連の
操作はそれぞれ添付の説明書に従った。 
 
1-2-28. RNA-seq ライブラリー調製  
	 RNA-seq ライブラリーの調製には TruSeq Stranded mRNA LT Sample Prep Kit を使用した。
RNA-seq 解析用ライブラリー調製の概略を Fig. 1-2 に示す。 
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Total RNA 抽出 (QIAGEN RNeasy Mini Kit) 
 
rRNA の除去 (MICROBExpres Bacterial mRNA Enrichment) 
 
RNA の断⽚化 
 
1st strand cDNA の合成 
 
2nd strand cDNA の合成 
 
末端修復、リン酸化、A-テイル付加 
 
インデックス付アダプターのライゲーション 
 
PCR 
 
NNNNNN NNNNNN NNNNNN 
A 
A 
A 
A 
A 
A 
mRNA 
Fig. 1-2 : RNA-seq ライブラリー調製の概要 
まず RNA テンプレートから 1st strand cDNA を合成する。続いて 2nd strand cDNA を合成する際 dTTP
の代わりに dUTP を使うことで T の代わりに U が取り込まれる。PCR の際に、dUTP 配列を鋳型に
増幅できないため、dUTP を持たない 1st strand cDNA のみを鋳型として増幅され 
一方向からの断片のみが合成される。本キットではどちらの DNA 鎖から RNA が転写されたか同定
が可能である。 
http://jp.illumina.com/content/dam/illumina-marketing/apac/japan/documents/pdf/2014_techsupport_session2.pdf 
より転載 
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1-2-29. Mapping 
	 当研究室の大坪准教授が作成した ShortReadManager の read mapping 機能を用いてリ
ードのマッピングを行った。結果は以下の様なテキストファイルとして出力される(Fig. 1-3)。 
この段階でどの染色体上のどの位置にマッピングされたかがわかる。次に各遺伝子に何リー
ドマッピングされたかを解析する。そのための perl スクリプト”RNAseq_発現解析.pl”を作
成した。ターミナル上に”RNAseq_発現解析.pl”をドラック・ドロップし第一引数にアノテー
ションファイル(GFF あるいは GTF)を指定し、第二引数に read mapping で得られたファ
イルを指定する。実行すると CDS の開始/終わり/locus tag/マップされたリード数が記載さ
れたテキストファイルが作成される。 
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RNAseq_žŶǆň.pl [B.m_chr1.gff] [B.m_chr2.gff] [B.m_chr3.gff] [B.m_chr1_uniqueMapData.txt] [B.m_chr2_uniqueMapData.txt] [B.m_chr3_uniqueMapData.txt]     Enter  
Save as ; WT    Enter  
 
 
Fig. 1-3 : Mapping 概要 
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1-2-30. サンプル間の発現比較  
	 サンプル間の発現を比較する前に各サンプルに関してデータの正規化を行う必要がある。
RNA-seq における正規化法はいくつか提唱されているが、今回は Read per million mapped 
reads (RPM 法)と Trimmed mean of M value (TMM 法)を採用した (Robinson, MD. et al 
2010)。 
 
・	RPM 法 
サンプルごとにマップされた総リード数は異なる。RPM 法は各遺伝子にマップされたリ
ード数が 100 万本として補正する正規化法である。 
	 	 	 RPM = 遺伝子のリード数 × 総リード数 / 1,000,000 
 
・	TMM 法	 (http://bi.biopapyrus.net/seq/maplot.html 参照) 
TMM 法は MA プロットにおいてハウスキーピング遺伝子などサンプル間で発現変動が
ない遺伝子に着目した正規化方法である。MA プロットとは、比較する 2 つの RNA-seq
データについて、横軸を 2 サンプル間の平均発現量(A 値)、縦軸を 2 サンプル間の発現量
の比(M 値)としてプロットした散布図のことである。例えば遺伝子 X について、条件α
における発現量をαX、条件βにおける発現量をβXとするとき 
	 	 	  
	 	 	 A = 1/2 log2(αXβX) = 1/2 {log2(αX) + log2(βX)} 
	 	 	 M = log2(αX /βX) = log2(αX) – log2(βX) 
 
と表せる。 
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	 MA プロットでは、一つの遺伝子が一つの点としてプロットされる(Fig. 1-4 A)。 
条件 B に比べて条件 A で発現量が増加、あるいは条件 A に比べて条件 B で転写量が低下し
た遺伝子についてはグラフの上部あるいは下部にプロットされる(マゼンダ)。一方、ハウス
キーピング遺伝子など 2 サンプル間で転写量に変動がないものは、グラフの中央部にプロッ
トされる(グレー)。つまり発現変動がない遺伝子については理論上、その M 値は 0 になる。
しかし、技術的な原因などにより、これら遺伝子の値が 0 とかけ離れてしまう場合がある。
TMM 正規化法は、これら遺伝子の M 値の平均を 0 に持っていくように補正する。具体的に
は以下の手順で正規化を行う。 
 
0. 全ての遺伝子について RPM 正規化を行う 
1. 全ての遺伝子について M 値と A 値を計算する 
	  2. 全ての M 値について、上位 30%と下位 30%を除去する 
	  3. 全ての A 値について、上位 5%と下位 5%を除去する 
	  4. 残ったデータの M 値の平均が TMM 正規化係数となる 
 
Fig. 1-4 B では TMM 正規化係数が-0.621 であることから、これが 0 になるように全体を上
に+0.621 シフトさせる。 
 
RPM と TMM を合わせた正規化は少々操作が煩雑であるため、まとめて一度に正規化する
ための Perl スクリプト※  ”発現比較解析.pl”を作成した(Fig. 1-5,6)。 
 
※ Perl スクリプト 
	 コンピュータープログラミング言語の一種 Perl で書かれたプログラムのこと。  
  Perl は強力な文字処理能力を有していることから、塩基配列等の処理に適した   
  言語である。 
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( http://bi.biopapyrus.net/seq/maplot.htmlwyđź ) 
( http://bi.biopapyrus.net/seq/maplot.htmlwyđź ) 
( 0  >nGMǦ¯ĂLc0G RPMŕǃÒaƻN) 
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Fig. 1-4 : TMM 正規化法 (http://bi.biopapyrus.net/seq/maplot.html より転載) 
A) MA プロット。2 サンプル間で転写量が変動した遺伝子はマゼンダ色で示されている。 
	  一方 2 サンプル間で転写量に変動がない遺伝子についてはグレーで示されている。 
B) MA プロットを元に TMM 正規化係数を算出。マゼンダで示した領域が TMM 正規化係数を求	  
	 めるために用いたデータ。 
 
A) 
B) 
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ƒ đĶ ƒ§đĶ 
Save as ; WTvsDF1 
 
Enter 
ĹǃL cM CSV(comma-separated values)cf
I§cM postscript cf5µĠ;^] 
save as : WTvsDF1 
WT total mapped read 1370273 
DF1 total mapped read 600654 
weighting factor(TMM)    -1.52992457261937 
y£LÝrM total maped read I 
TMM ŕǃÒ¸Ķ5Ɗ;^]
Fig. 1-5 : “発現比較解析.pl”の実行 
Mac ターミナル上で、perl␣と入力し”発現比較解析.pl”ファイルをドラッグアンドドロップする。 
第一引数として 1-2-18 で作成した 2 つのファイルを指定し、Enter を押して実行する。 
解析が終了するとターミナル画面上に TMM 正規化係数が表示される。 
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CSV cfazm×|m>]9Iehmwcf 
IYGƐa£5] 
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zm×|m 
zm×|m 
Fig. 1-6 : “発現比較解析.pl”実行後の結果表示 
“発現比較解析.pl”の実行後、TMM 正規化後の比較データファイルと scatter plot、MA plot が 
作成される。 
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1-3 結果  
 
- TSS 解析 - 
1-3-1. Total RNA の分解度評価及び cDNA ライブラリーのサイズ分布解析  
DF1 株から抽出した Total RNA の分解度を Agilent 2100 バイオアナライザに備わっている
ツール RNA Integrity Number (RIN)で解析した(Fig. 1-7,8)。 
その結果、RNA 濃度は 537 ng / µl 、RIN 値は 9.1 であった。RIN 値は最大 10 であり、比
較的良質な RNA を抽出できたと判断し、本 RNA を用いてイルミナシーケンスライブラリー
を作製した。ライブラリーのサイズ分布解析結果から、実際に TSS 解析可能と判断した(Fig. 
1-9)。ライブラリー中の DNA の濃度を、200 から 1000 塩基の部分を指定して計算したとこ
ろ、サンプルの濃度は 4.5 nmol/l であり MiSeq シーケンサーを用いた解析に十分量(約 0.1 
pmol)のサンプルを取得できた。 
 
1-3-2. Illumina 社の MiSeq シーケンサーによる塩基配列の決定  
DNA シーケンシングライブラリーに、コントロールとして PhiX DNA control ライブラリー
を 50%添加したのち、MiSeq シーケンサーによる解析を行った。 
結果、1376.6 万本のリードデータを得ることができた(Fig. 1-10)。そのうち読み始めが
GACT で始めるものは 512.0 万本、さらに GACT に続く 31 mer が 2 回以上重複して出現する
ものは 475.8 万本であった。これらを ATCC 17616 株のゲノム配列に対して相同性検索を行
ったところ、100%一致で異なる複数ゲノムにヒットしたリードは 81.4 万本、1 ヒットしたリ
ードは 5.4 万本、ヒットしなかったリードは 389 万本であった。複数件ヒットしたリードは
ほぼ全て rRNA 遺伝子領域に由来するものであった。今回は 1 ヒットした 5.4 万本のリード
について解析を行った。まず、これらのリードから推定される転写開始点の位置と向きを
GeneDrawer 機能で図示した(Fig. 1-11)。以下、リード数の多いものを転写量の多いものとし
て議論を進める。 
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1-3-3. mRNA 5’末端及び、転写開始点から一塩基上流のヌクレオチドの出現頻
度  
	 DF1 株における mRNA 5’末端のヌクレオチドの出現頻度について、転写量が多かった上位
80 遺伝子を用いて算出したところ、mRNA 5’末端がプリン塩基(A、G)である割合は 62.5％で
あった。また転写開始点から一塩基上流のヌクレオチドについて同様に算出したところ、ピ
リミジン塩基(C、T)である割合は 82.5％であった (Fig. 1-12)。 
  
Fig. 1-7 : RNA Integrity Number (RIN)  
Agilent 2100 バイオアナライザには Total RNA の分解度を解析するツール RIN が備わってい
る。このツールはバイオアナライザで測定されたエレクトロフェログラムを rRNA や rRNA
の分解物が出現する 9 つの領域に細分化し、それぞれの状態を数値化する。それらの数値に
領域ごとの重み付けを行った後、その Total RNA 試料の分解度を 10 点満点で表示する。 
	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	  
 
www.chem-agilent.comより転載 
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Fig. 1-9 : DNA シーケンシングライブラリーのサイズ分布解析 
Agilent 2100 バイオアナライザで解析した結果を示した。35 bp と 10,400 bp のピークはそれぞれマーカ
ー由来のピークである。 
 
  
Fig. 1-8 : 抽出した Total RNA の分解度評価 
Agilent 2100 バイオアナライザで測定した結果をエレクトロフェログラムで示した。2 本のピ
ークはそれぞれ 16S rRNA と 23S rRNA を示している。Total RNA の分解度の指標となる RIN
値は 9.1、濃度は 537 ng/µl であった。  
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Fig. 1-11 : 17616 株ゲノム上に転写開始点と転写量を図示した例 
TSS 解析で得られたリードデータを元に転写開始点の位置と向きを GenomeMatcher の GeneDrawer 機能により
矢印で図式化した。矢印の高さはその位置にマップされたリードの本数を示しており、本研究では本数と転写
量が相関があるとして議論した。 
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Fig. 1-12 : mRNA 5’末端及び、転写開始点から一塩基上流のヌクレオチドの出現頻度 
	 A) mRNA5’末端のヌクレオチドの出現頻度	 B) 転写開始点から一塩基上流のヌクレオチドの出現頻度 
それぞれ転写量が多かった上位 80 遺伝子を用いて算出した。 
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1-3-4. Fur-box と転写開始点の相対的な位置関係  
	 ATCC 17616 株で同定された 13 箇所の Fur-box とその近傍に存在すると推測される転写開
始点の相対的な位置関係を調べた結果、13 箇所のうち 6 箇所で、Fur-box のすぐ下流あるい
は内部に転写開始点を見出すことができた(Fig. 1-13)。これら 6 箇所は siderophore receptor、
hemin uptake protein (hemP)、2 つの ECF sigma factor (orbS と fecI)、bacterioferritin-associated 
ferredoxin (bfd)、機能未知のタンパク質をコードするとアノテートされた遺伝子の転写開始点
であった。なおいずれの場合でも Fur-box は、転写開始点上流に見いだされた-35 box あるい
は-10 box のいずれかとオーバーラップしていた。 
 orbS は ATCC 17616 株の近縁種 B. cenocepacia 715j 株において、オルニバクチン型のシデ
ロフォア生合成に必要な遺伝子の転写を活性化する ECF シグマ因子であることが知られて
いる(Agnoli et al,. 2006)。また ATCC 17616 株の orbS 下流には B. cenocepacia 715j 株のオル
ニバクチン型のシデロフォア生合成に関与する遺伝子と相同性がある遺伝子が存在している。
このことから orbSは ATCC 17616株においてもシデロフォアを介した鉄取り込み機構に重要
な役割を有していると強く示唆された。 
 
1-3-5. リード数が多い遺伝子の推定機能  
	 前述の様に、本研究ではリード数の多いものを転写量の多いものとして議論を進める。リ
ード数の多い上位 50 遺伝子について、アノテーション情報をもとに鉄恒常性維持または鉄代
謝に関わる遺伝子であるかについて判定を行ったところ(Table 1-3)、DNA-binding protein 
HU-beta (HupB)、histone H1-like protein、sigma 54 (RpoN)、sigma 54 modulation protein (YhbH)、
cytochrome c553、host factor (HfqS)を各々コードする遺伝子が、細胞内の鉄恒常性維持または、
様々な細胞内プロセスに関与すると推測された。また推定 ncRNA を 3 か所見出した。 
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Fig. 1-13 : Fur-box と転写開始点の相対的な位置関係	  
転写開始点の位置と向きを矢印で示した。矢印上の数値はリード数を示す。赤字は転写開始点上流の
良く保存された-10 box、-35 box を、青字は遺伝子の開始コドンを示す。先行研究でのゲルシフトアッ
セイにより、これら Fur-box に精製した本株由来の Fur が結合することが示されている。
 
Conserved hypothetical protein (BMULJ_00177) 
 
GCCGCCGTTGAGGCGCATCTCGATTTGTGTAATGATAGCCATTCTCATTTCATGTTGAACGGGC
GGCGCGCGAACCGGCGCGCCGCCCGTCGTTTTGAAGAATGGAAGCTTTCGCGTGAACGCGCCCG 
10 
TonB-dependent outer membrane siderophore receptor (BMULJ_00290) 
 
TTGTCAAATGACAATGATTCTTGTTTACGTTACACTCCGCGCCGCTTTCTCAAAAACAACGCGT
CCGCGATCGTACGGACCGATCTTTCCGCCCGGATTCCGACTTGCCGCCCTGGGACGGATCACCG
ATCACCTCCGTTTTGCGTTCCATGTCGACACCCTCATTTCCCGTTCGGCGTCTCACGCCGATTG 
13 
hemP (BMULJ_02186) 
 
AGAGTTTTTGTAAATGGGAATAGTTATCATTTAGAATTCATTCCATCGTATCGACAGTCACCGA
TCAAACCGAATGACCGACACCATGCGCCCGACTACGCTGACCTTGCGCCGCACCGCCGGCACT 
204 
bfd (BMULJ_02179)  
 
CCCGCGCTTGTCAACGCCGCAGAATTTAATGATAATAATTCGCATTAACGTTAGCTATCGCACT
CATCATGATCGTCTGCGTATGCAAGTCTGTTTCCGATCGGAAGATTCGCGCGTCCC 
50 
orbS (BMULJ_01637) 
 
AATCGCATTGAGAATGATTTGCGTTTACGTTACATTCCGCTATCTCGGAATACGACGGAGCAGA
TCGATGGCAATGGCTGACGTGCTCGAACGACCGGTCGCGGCACCGGCGAATCGGTTTCCCGG 
58 
fecI (BMULJ_01305) 
TGCAGCGGCGGTCGGGTAGTCGGTTTTGTATATAATAATCATTCTCATTTGCAGAAACGCTCCCG
ACCGCCTCCGGAATCCGGCCATGTCTGCTGACAAGCTGTCCCTCCATCGAGAAATCGACGCGCTG 
5 
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  Table 1-3 : リード数が多い上位 50 遺伝子のアノテーション情報及び転写開始点から上流 50 塩基の配列  
(TSS 解析)  
 
	 緑網掛け : 細胞内の鉄恒常性維持または鉄代謝に関与すると推測される遺伝子 
	 橙網掛け : 機能未知遺伝子(青字はタンパク質非コード領域) 
	 赤字 : 大腸菌の-10 box (5’-TATAAT-3’)と相同性が高い配列。 
  太字下線 : 推定 Fur-box	  
 

"# 	 Product Gene Locus tag (BMULJ_)
CCGCACGCGAGAGGCGGCCGGCGGCGGTGCGCAGTGCTAGAATGCGCGTCG  hypothetical protein 
GACCCCGCATTTGTCGACGGTCGATAGGAAAGTGCATATAATTTCCGCCCA  unique hypothetical protein 
GCAGCAAGCGGGTTTTTCGATGGCGACGCAAACGCAGATAACCGATTTATT  tRNA-Asn 
CTGCGCGATCTGCTGCGCGATGTTGCGCTATAATGATCAATCTTATCCGCG   ! ! 
GCCGCACGCGAGAGGCGGCCGGCGGCGGTGCGCAGTGCTAGAATGCGCGTC  hypothetical protein 
AGTGCTTGCACGCGCTCAGGTTACTCCTTATAATTCAATCTTTCGACGGAC  tRNA-Met 
GTCTTCCCATCGCAGAAGGCTCCGACAGTTGAAGTAGTACCGCTTTGCGTG  tRNA-Arg 
ACATGGAAATACGGTTGACCGCGCGCGCGATTAGCCGTATAACGGACTTCG  CspA family cold shock protein cspA 
GGCGCGGATTCCCTTTGACCGCGCAGCCGCATTTCCTTTATAATTCAGGGC  large subunit ribosomal protein L13 rplM 
GTTAGTCAAAATCTATTGAATCGCTTCACTAATAGTGTTATAGTCTCCCCA  alkyl hydroperoxide reductase subunit C ahpC 
TTCTTTTGCTCAAATTGACAAGGCTCGACCGCTCGCGTACAGTCGCCCGCA  aminomethyltransferase gcvT 
ATTTTCACAAACCGCTTGCGTGTTGGACGTGGGGTGCATAGAATCACGCCT  16S ribosomal RNA 
TAACGATTCGTCTCTGGCACAAATCCGAGCACGAGGTTGATAATCGTTGAA  conserved hypothetical protein 
CCGGCGCGATCCGGTGCACATTGATCCGTCACTTTTGTTACACTCGACACG  conserved hypothetical protein 
CCGCATGGCCGACGCCGGGCGCGGCAGGCAAAATCAGCTATAGTGTAGCGA  host factor hfqS 
GCGTTTAAAACGATTGACATCCGGTTCGGCCAATCTCTATTCTTCGCATCA   ! ! 
CCCCGCCATAGCAAACTCCGAATACCGAAGAGTGCAATCACGGGAGACAGA  23S ribosomal RNA 
CAATAAAGAGTTTTTGTAAATGGGAATAGTTATCATTTAGAATTCATTCCA  probable hemin uptake protein 
ATAAGCAAACGGCATTGGATAAAAAAAACGGGTTTTTCGACAATGTGCGCA  NAD(P)-dependent glutamate dehydrogenase 
CGGAGATCCGCGAGATGGGACGCGCGACGCAAGGTGTTACACTCATCAGTC  conserved hypothetical protein 
AATCGTCGATCGGCTTTGACTTCGATGCTAACTCTCTGTATAATCACGCCT  large subunit ribosomal protein L21 rplU 
AGCACCGTAAAGTATTGACCGTCAAGAGAAAAACGGTTTAAATAGCGGGTT  large subunit ribosomal protein L34 rpmH 
AACCTATTGCCAAGGTCTCGGATTTCACCCTATAATTTCATTTCTCTGCTG  tRNA-Thr 
ATGCACAAAAAATGCTTGACAAGGTTTTTCTCTGCCCTAAAATAGGCTCCA  phasin family protein 
ATGAATAGCCCGCTTCGAAGCGCACGTGCTGAACAGCGTCCGCGGGAAGCG  histone H1-like protein 
ATTGCCATGCGCCCCTTGGTTTTGCGGGAAATAGCTGATACGCTGGGCCTA  RNA polymerase sigma54/putative sigma54 modulation protein rpoN/yhbH 
TCTTCTCACAGTGCTTGACAAGAGTTCGATGCACCCCCATAATCGTCAGTT  tRNA-Tyr 
GGACGCGGCCGGCGGCTTGTCAAGCGGGCGTCTATCGGGTACGCTCAGGCG  aspartate kinase lysC 
GTTTTTTCTCCAGCTTGTTGCAAAATCGCTTGCTCAAGTAATATCCGCGTA  peptide/nickel transport system substrate-binding protein 
CCGCGGATTCAATTTCTTTCAGCGGTCGGCCTGGTCTTATGATTCAGCCCA  outer membrane porin 
GCGTTCCGCGGTTCGGCTTGAGACCGGTTGCGCATCGTATAATGAGACTTG  FKBP-type peptidyl-prolyl cis-trans isomerase slyD 
TCGGAGATCCGCGAGATGGGACGCGCGACGCAAGGTGTTACACTCATCAGT  conserved hypothetical protein 
GACGCGGCCGACACAAGAAATTTCCGTCGCGATTTGCTACAATCGCAGCCG  adenosylhomocysteinase ahcY 
TAGCCCCGATAGGCGCGGGGGCTTTCAGCGCGATATTGTACAATACGGCGG  cytochrome c553 
ATTCGAAAATTTTGTTGCGTGCGGCCCGGCACGCTCATTACAATCCGCTGA  pyruvate dehydrogenase E1 component aceE 
AGGGTCGGCCGCGCTGCACCACGCGCGCGGCTGTGTTCTATAATGCTCCGG  PTS system nitrogen regulatory IIA component ptsN 
CGTCAGAGTCTGACTCTCGACGGCACGGTTCGCGCACGTATAATCGGCGCG  DNA-binding protein HU-beta hupB 
CCGACCCAAAAACCGATGCTGCGCTGCGCCACTCCTGTACAATTCGCCCTG  acetylglutamate kinase argB 
TATACGTCAGTTAAGCCTTGCCGGCGTCGCGACGGCCGGGTCGAAAATTTA   ! ! 
ATAGTTGAGAGCCGGTTTTGCGTGTCGGCCGCGCGGGTAGAATACGCGCTG  acetyl-CoA carboxylase carboxyl transferase subunit alpha accA 
TATCGACAAACGCGCACCACCGCTCGACAAAATCGTGTAGAATCGCGGGCT  small subunit ribosomal protein S10 rpsJ 
TTCTTTCCCAAGGTATTCCATTTTCGAAAAAGCGCTGATATAGTTATGTTC  tRNA-Pro 
GCCTGCACGCGACGATTGAATTATGAAAAATTGATCGGTACTATACCCGCG  putative lipoprotein 
TACCGGTCGAAAGCTTGACCGAATTCCTAATCAATGCGATGGTTGCATCCG  putative membrane protein 
GCCGCCGTTCGCCTTGACGCGGCCCGGCGCCGGAGCCTACACTCGCACGCG  high-affinity nickel-transport protein nixA 
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- RNA-seq 解析 – 
 
1-3-6. ライブラリー調製  
WT 株及び、DF1 株から作製したライブラリーサンプルを Agilent 2100 バイオアナライザ
ーを用いて品質チェックを行った(Fig. 1-14)。その結果、解析に十分な品質と判断し、シーケ
ンシング解析を行った。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
WT DF1 
Fig. 1-14 : DNA シーケンシングライブラリーのサイズ分布解析 
Agilent 2100 バイオアナライザーで解析した結果を示した。35 bp と 10,400 bp のピークはマーカ
ー由来のピークである。 
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1-3-7. RNA-seq データのリファレンスゲノムへのマッピングと発現量比較解析  
	 シーケンシング解析の結果得られたリードを ATCC 17616 株のゲノム配列にマッピング
したところ、rRNA 領域以外にマップされたリード数が全リードに対して少なかったため
(Table. 1-4)、マップされたリード数が発現解析を行う上で十分量であるか確認した。すなわ
ち、一定数のリードをランダムに抽出し、それをマッピングした際、幾つの遺伝子にマッピ
ングされるかを検討した。リード数を横軸に、マッピングされた遺伝子数 (各遺伝子に対し
て 5 リード以上マッピングされた場合にその遺伝子の発現が確認されたとする) を縦軸にプ
ロットしたところ(Fig. 1-15)、リード数が増えるほど認識される遺伝子が飽和していくこと
が確認されたため、今回得られたリード数は十分と判断した。 
	 WT 株 対 DF1 株の MA plot と scatter plot を Fig. 1-16 に示す。DF1 株で転写量が増加
した上位 100 遺伝子及び、発現量が減少した上位 100 遺伝子を表にまとめた(Table 1-5, 6)。
シデロフォア合成に関与すると推定される遺伝子のすべてが DF1 株で転写量が増加してい
た(Fig. 1-17) (Table 1-7)。また、ヘム鉄取り込みに関与するとされる hmuRSTUV 遺伝子群
のすべてが上位 100 遺伝子のリストに含まれていた。なお、ヘム鉄に関しては第 2 章で解析
を行った。 
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Fig. 1-15 : リード数と発現が確認された遺伝子数の関係 
横軸はランダムに抽出したリード数を、縦軸は発現が確認された遺伝子の数を 
示している。 
Table 1-4 : WT 株及び DF1 株由来のサンプルから得た全リード数と rRNA 領域以外にマップされたリード数 
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Fig. 1-16 : WT 株と DF1 株間での遺伝子発現比較 
A) MA plot 
B) Scatter plot 
A) 
B) 
 62 
  
Rank DF1/WT Locus Tag Gene Name Annotation
1 709.83 BMULJ_01648  lysine N6-hydroxylase
2 277.54 BMULJ_01649  iron complex outer membrane receptor protein
3 262.19 BMULJ_05188  iron complex outer membrane receptor protein
4 146.69 BMULJ_05189  putative hemin transport protein
5 134.39 BMULJ_01651 
 acetyl CoA:N6-hydroxylysine acetyl transferase
6 125.00 BMULJ_05192  iron complex transport system ATP-binding protein
7 120.46 BMULJ_05219  cytochrome bd-I oxidase subunit II
8 52.70 BMULJ_06083 putative LysR family transcriptional regulator
9 45.92 BMULJ_05218  cytochrome bd-I oxidase subunit I
10 41.17 BMULJ_01650  ornibactin synthetase F
11 40.50 BMULJ_02044  cytochrome o ubiquinol oxidase subunit I
12 38.46 BMULJ_05190  iron complex transport system substrate-binding protein
13 37.73 BMULJ_06077 2-aminoadipate transaminase
14 34.35 BMULJ_01632  outer membrane usher protein
15 33.54 BMULJ_05220 conserved hypothetical protein
16 29.35 BMULJ_06089 putative cytosine/purines, uracil, thiamine, allantoin transporter
17 28.55 BMULJ_01646  non-ribosomal peptide synthetase module protein
18 26.35 BMULJ_03578 putative AraC family transcriptional regulator
19 26.35 BMULJ_02755 tyrosine recombinase
20 26.35 BMULJ_04874 conserved hypothetical protein
21 26.35 BMULJ_05030 AraC subfamily transcriptional regulator
22 26.35 BMULJ_05177  xanthine/uracil permease
23 24.94 BMULJ_03800 hypothetical protein
24 24.04 BMULJ_03757 ISBmu2 transposase
25 23.06 BMULJ_01392 putative bacteriophage protein
26 22.23 BMULJ_03752 outer membrane porin
27 22.16 BMULJ_01631  major type 1 subunit fimbrin
28 21.96 BMULJ_02613 tRNA-Met
29 19.76 BMULJ_01647 	 probable siderophore biosynthesis protein
30 19.76 BMULJ_03496 hypothetical protein
31 19.76 BMULJ_05811  arsenite oxidase small subunit
32 18.12 BMULJ_05971 drug/metabolite transporter (DMT) superfamily permease
33 17.57 BMULJ_01386 putative bacteriophage protein
34 17.23 BMULJ_01403 putative bacteriophage protein
35 16.47 BMULJ_01641  iron complex transport system permease protein
36 16.31 BMULJ_01399 putative bacteriophage protein
37 16.20 BMULJ_01638  MbtH protein
38 15.81 BMULJ_02045  cytochrome o ubiquinol oxidase subunit II
39 15.37 BMULJ_05856 ISBmu1a transposase
40 15.25 BMULJ_03210  acetoacetate decarboxylase
41 14.44 BMULJ_01396 putative bacteriophage protein
42 14.42 BMULJ_05582 conserved hypothetical protein
43 13.83 BMULJ_01397 putative bacteriophage protein
44 13.68 BMULJ_01640  iron complex transport system ATP-binding protein
45 13.55 BMULJ_03633 conserved hypothetical protein
46 13.35 BMULJ_02180  periplasmic protein
47 13.18 BMULJ_01383 hypothetical protein
48 13.18 BMULJ_01653 conserved hypothetical protein
49 13.18 BMULJ_03222 putative LysE family lysine efflux permease
50 13.18 BMULJ_03549 conserved hypothetical protein
Table 1-5 : WT 株と比較して DF1 株で転写量が増加した上位 100 遺伝子 
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51 13.18 BMULJ_03627 
 molybdate transport system regulatory protein
52 13.18 BMULJ_03782 pseudo gene
53 13.18 BMULJ_03903 putative glycosyltransferase
54 13.18 BMULJ_03929 conserved hypothetical protein
55 13.18 BMULJ_04711 hypothetical protein
56 13.18 BMULJ_04827 signal transduction histidine kinase
57 13.18 BMULJ_05181 ISBmu5a transposase
58 13.18 BMULJ_05191  iron complex transport system permease protein
59 13.18 BMULJ_05193 putative membrane protein
60 13.18 BMULJ_05212  hydroxyacylglutathione hydrolase
61 13.18 BMULJ_05900 conserved hypothetical protein
62 13.18 BMULJ_06002 putative phosphatidylserine/phosphatidylglycerophosphate/cardiolipin synthase
63 13.18 BMULJ_06081 unique hypothetical protein
64 13.18 BMULJ_06228 hypothetical protein
65 12.95 BMULJ_01645  D-alanine-poly(phosphoribitol) ligase
66 12.62 BMULJ_05091 conserved hypothetical protein
67 12.35 BMULJ_01703 prolyl-tRNA synthetase-like domain protein
68 12.35 BMULJ_03799 hypothetical protein
69 12.23 BMULJ_02042 	 cytochrome o ubiquinol oxidase protein
70 11.95 BMULJ_05089 23S ribosomal RNA
71 11.94 BMULJ_05141 conserved hypothetical protein
72 11.61 BMULJ_01398 putative bacteriophage protein
73 11.53 BMULJ_01688 conserved hypothetical protein
74 11.53 BMULJ_04583 conserved hypothetical protein
75 11.53 BMULJ_05850 ISBmu8 transposase
76 11.40 BMULJ_01388 
	 DNA (cytosine-5-)-methyltransferase
77 11.33 BMULJ_00938 conserved hypothetical protein
78 11.16 BMULJ_05796 tyrosine recombinase
79 10.98 BMULJ_04779 LuxR family transcriptional regulator
80 10.98 BMULJ_06076 
 formate dehydrogenase
81 10.71 BMULJ_02043 	 cytochrome o ubiquinol oxidase subunit III
82 10.71 BMULJ_06123  small subunit ribosomal protein S21
83 10.69 BMULJ_05740 pseudo gene
84 10.64 BMULJ_03684 XRE family transcriptional regulator
85 10.48 BMULJ_01395 putative bacteriophage protein
86 10.48 BMULJ_03750 unique hypothetical protein
87 10.38 BMULJ_00854 transglycosylase-associated protein
88 10.35 BMULJ_01382 unique hypothetical protein
89 10.32 BMULJ_00937 conserved hypothetical protein
90 10.22 BMULJ_02197 conserved hypothetical protein
91 9.88 BMULJ_00766 tRNA-Gly
92 9.88 BMULJ_00958 IS406 transposase
93 9.88 BMULJ_03219 2,4'-dihydroxyacetophenone dioxygenase
94 9.88 BMULJ_04805 conserved hypothetical protein
95 9.88 BMULJ_05671 pseudo gene
96 9.88 BMULJ_05737 IS402 transposase
97 9.88 BMULJ_06103  molybdenum cofactor biosynthesis protein D
98 9.75 BMULJ_01504 putative fimbriae assembly-related protein
99 9.69 BMULJ_04686 bacteriophage protein
100 9.62 BMULJ_00332 hypothetical protein
Table 1-5 続き 
シデロフォア合成に関与する遺伝子を緑で、hmuRSTUV をオレンジで示した 
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Rank DF1/WT Locus Tag Gene Name Annotation
1 0.01 BMULJ_01116 polar amino acid transport system permease protein
2 0.02 BMULJ_01527 simple sugar transport system substrate-binding protein
3 0.02 BMULJ_00500 fur Fur family ferric uptake regulator
4 0.02 BMULJ_02825 DAACS family dicarboxylate/amino acid:cation (Na+ or H+) symporter
5 0.03 BMULJ_04697 betB
6 0.03 BMULJ_00265 putative N-acylglucosamine 2-epimerase family protein
7 0.03 BMULJ_01123 astD succinylglutamic semialdehyde dehydrogenase
8 0.03 BMULJ_02108 HesB-like protein
9 0.03 BMULJ_03914 fdhB formate dehydrogenase beta subunit
10 0.03 BMULJ_04855 LysR family transcriptional regulator
11 0.04 BMULJ_04698 bioA adenosylmethionine-8-amino-7-oxononanoate aminotransferase
12 0.04 BMULJ_03559 andAb ferredoxin subunit of anthranilate dioxygenase
13 0.04 BMULJ_01117 polar amino acid transport system ATP-binding protein
14 0.04 BMULJ_00551 NADPH-dependent glutamate synthase
15 0.04 BMULJ_05569 permease of the major facilitator superfamily
16 0.05 BMULJ_00730 galE UDP-glucose 4-epimerase
17 0.05 BMULJ_05163 gabD NADP-dependent succinate-semialdehyde dehydrogenase
18 0.05 BMULJ_01115 polar amino acid transport system permease protein
19 0.05 BMULJ_00674 pcaK 4-hydroxybenzoate transporter
20 0.05 BMULJ_01528 simple sugar transport system permease protein
21 0.05 BMULJ_00212 flgB flagellar basal-body rod protein
22 0.05 BMULJ_00673 conserved hypothetical protein
23 0.05 BMULJ_02438 conserved hypothetical protein
24 0.05 BMULJ_02671 pdxA 4-hydroxythreonine-4-phosphate dehydrogenase
25 0.05 BMULJ_04455 gcvA LysR family glycine cleavage system transcriptional activator
26 0.06 BMULJ_05633 adh alcohol dehydrogenase
27 0.06 BMULJ_02439 cysI NADPH-dependent sulfite reductase hemoprotein beta-component
28 0.06 BMULJ_00585 glcD (S)-2-hydroxy-acid oxidase
29 0.06 BMULJ_01030 conserved hypothetical protein
30 0.06 BMULJ_05235 prpF probable AcnD-accessory protein
31 0.06 BMULJ_04857 paaG enoyl-CoA hydratase
32 0.06 BMULJ_05619 putative nitroreductase
33 0.06 BMULJ_01125 astE succinylglutamate desuccinylase
34 0.07 BMULJ_03070 gloB hydroxyacylglutathione hydrolase
35 0.07 BMULJ_00175 hypothetical protein
36 0.07 BMULJ_04856 paaG enoyl-CoA hydratase
37 0.07 BMULJ_01121 astA arginine N-succinyltransferase
38 0.07 BMULJ_02824 dctB C4-dicarboxylate transport sensor protein
39 0.07 BMULJ_04146 iron(III) transport system substrate-binding protein
40 0.07 BMULJ_01126 polar amino acid transport system substrate-binding protein
41 0.07 BMULJ_04188 AraC family transcriptional regulator
42 0.07 BMULJ_01120 argD acetylornithine aminotransferase
43 0.07 BMULJ_05354 putative diguanylate cyclase protein
44 0.07 BMULJ_04851 conserved hypothetical protein
45 0.07 BMULJ_02306 purT phosphoribosylglycinamide formyltransferase 2
46 0.08 BMULJ_01124 astB succinylarginine dihydrolase
47 0.08 BMULJ_05115 permease of the major facilitator superfamily
48 0.08 BMULJ_00250 probable Heme/copper-type cytochrome/quinol oxidase subunit 2
49 0.08 BMULJ_01118 AraC subfamily transcriptional regulator
50 0.08 BMULJ_02596 conserved hypothetical protein
Table 1-6 : WT 株と比較して DF1 株で転写量が減少した上位 100 遺伝子 
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51 0.08 BMULJ_03292 conserved hypothetical protein
52 0.08 BMULJ_05643 HlyD family secretion protein
53 0.08 BMULJ_03096 cheR chemotaxis protein methyltransferase
54 0.08 BMULJ_01723 AcrB/AcrD/AcrF family protein
55 0.08 BMULJ_00009 gspF general secretion pathway protein F
56 0.08 BMULJ_03687 probable membrane protein
57 0.08 BMULJ_00402 murG UDP-N-acetylglucosamine-N-acetylmuramyl-(pentapeptide)pyrophosphoryl-undecaprenol N-acetylglucosamine transferase
58 0.08 BMULJ_01122 astA arginine N-succinyltransferase
59 0.08 BMULJ_04409 cccA class I cytochrome c
60 0.08 BMULJ_01015 mog molybdopterin biosynthesis protein
61 0.08 BMULJ_02676 ATP-binding cassette
62 0.08 BMULJ_01217 putative membrane protein
63 0.09 BMULJ_03193 fadH NADPH2-dependent 2,4-dienoyl-CoA reductase
64 0.09 BMULJ_01529 simple sugar transport system ATP-binding protein
65 0.09 BMULJ_00875 fdhA formate dehydrogenase alpha subunit
66 0.09 BMULJ_04858 mmsB 3-hydroxyisobutyrate dehydrogenase
67 0.09 BMULJ_02437 cysH phosphoadenosine phosphosulfate reductase
68 0.09 BMULJ_02888 allophanate hydrolase subunit 1
69 0.09 BMULJ_02176 fumA class I fumarate hydratase
70 0.09 BMULJ_03181 livF branched-chain amino acid transport system ATP-binding protein
71 0.09 BMULJ_05063 ydjE putative metabolite:H+ symporter
72 0.09 BMULJ_02338 predicted epimerase
73 0.09 BMULJ_01878 msrB peptide-methionine (R)-S-oxide reductase
74 0.09 BMULJ_01089 map methionyl aminopeptidase
75 0.09 BMULJ_00807 putative membrane protein
76 0.10 BMULJ_00995 metI D-methionine transport system permease protein
77 0.10 BMULJ_05276 desA fatty acid desaturase
78 0.10 BMULJ_01108 pip proline iminopeptidase
79 0.10 BMULJ_00529 pyrC dihydroorotase
80 0.10 BMULJ_00264 scrK fructokinase
81 0.10 BMULJ_03514 putative cAMP-binding protein
82 0.10 BMULJ_02851 putative ABC transport system permease protein
83 0.10 BMULJ_00019 RND efflux system outer membrane lipoprotein
84 0.10 BMULJ_04143 outer membrane porin
85 0.10 BMULJ_03087 flhF flagellar biosynthesis protein
86 0.10 BMULJ_06249 cusR two-component system copper resistance phosphate regulon response regulator
87 0.10 BMULJ_00030 fliP flagellar biosynthetic protein
88 0.10 BMULJ_04831 putative amylo-alpha-1,6-glucosidase
89 0.10 BMULJ_03179 livH branched-chain amino acid transport system permease protein
90 0.10 BMULJ_01424 putative bacteriophage protein
91 0.10 BMULJ_06250 HME family heavy-metal exporter
92 0.10 BMULJ_04954 sugar phosphate isomerase/epimerase
93 0.10 BMULJ_02874 Zn-dependent hydrolase
94 0.10 BMULJ_02927 hisG ATP phosphoribosyltransferase
95 0.11 BMULJ_02787 putative methyl-accepting chemotaxis protein
96 0.11 BMULJ_02659 chaC cation transport protein
97 0.11 BMULJ_04240 conserved hypothetical protein
98 0.11 BMULJ_00980 aroA 3-phosphoshikimate 1-carboxyvinyltransferase
99 0.11 BMULJ_00442 MarC family integral membrane protein
100 0.11 BMULJ_03515 motA chemotaxis MotA protein
Table 1-6 続き 
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127
orbS
18 27
orbH
orbG
orbC
orbD
orbF
orbB
orbE orbI orbJ
orbK
pvdA orbA
pvdF
orbL
DF1/WT Locus Tag Gene Name Annotation
6.59 BMULJ_01637  ECF subfamily RNA polymerase sigma-70 factor
16.20 BMULJ_01638  MbtH protein
4.01 BMULJ_01639  pyoverdine biosynthesis gene
13.68 BMULJ_01640  iron complex transport system ATP-binding protein
16.47 BMULJ_01641  iron complex transport system permease protein
4.39 BMULJ_01642  ferric iron reductase
7.25 BMULJ_01643  iron complex transport system substrate-binding protein
3.88 BMULJ_01644  putative ATP-binding cassette transporter
12.95 BMULJ_01645 	 D-alanine-poly(phosphoribitol) ligase
28.55 BMULJ_01646 
 non-ribosomal peptide synthetase module protein
19.76 BMULJ_01647  probable siderophore biosynthesis protein
709.83 BMULJ_01648  lysine N6-hydroxylase
277.54 BMULJ_01649  iron complex outer membrane receptor protein
41.17 BMULJ_01650  ornibactin synthetase F
134.39 BMULJ_01651  acetyl CoA:N6-hydroxylysine acetyl transferase
 
A) 
B) 
C) 
Fig. 1-17 : シデロフォアの一種 ornibactin について 
A) ATCC 17616 株の推定 ornibactin 合成遺伝子群。矢印と数値は転写開始点とそのリード数を示す。 
B) ornibactin 合成機構。主に OrbI と OrbJ により ornibactin が合成される(Agnoli et al. 2006)。 
C) ornibactin の構造(Agnoli et al. 2006) 
Table 1-7 : ATCC 17616 株の ornibactin 合成遺伝子群の発現比較(RNA-seq) 
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1-3-8. 推定 ncRNA について  
	 RNA-seq 及び TSS 解析からいくつかの推定 ncRNA を同定できた。特に Fur によって転
写制御される ncRNA は序章で述べた ryhB (Fig. 0-X)と同様の機能を有する可能性が高い。
実際、今回同定された推定 ncRNA のうち ncRNA(1)と ncRNA(2)(Table 1-3)は、上流に
Fur-box 様配列が存在していたことから Fur で転写制御されると推測した。そこで、これら
2 つの推定 ncRNA が Fur によって転写制御されているかを実験的に検証した。WT 株及び
DF1株を用いた定量RT-PCR解析では、WT株と比較してDF1株でこれら2つの推定ncRNA
の転写量増加が認められた(Fig. 1-18)。また、FURTA 法により、2 つの推定 ncRNA 上流へ
の Fur の結合が示された(Fig. 1-19)。次に、2 つの推定 ncRNA のプロモーター活性が鉄濃
度依存的であるか検証した(Fig. 1-20)。レポーター遺伝子として gfp を用い、1/3LB 培地及
び、1/3LB に鉄キレート剤を添加した培地(鉄欠乏条件)で培養した際のプロモーター活性を
経時的に測定したところ、ncRNA(2)のプロモーター活性は鉄欠乏条件で上昇した。一方、
ncRNA(1)のプロモーター活性は 2 者間で差異は見られなかった。以下、この 2 つの推定
ncRNA についてさらに詳細な解析を行った。 
	 ncRNA(1)の周辺領域に存在する遺伝子を調べたところ(Fig. 1-21) (Table 1-8)、ncRNA(1)
は BMULJ_00970 と BMULJ_00971 の間に存在し、DF1 株の TSS 解析で検出したリード
数は 1775 本であった。次に、ncRNA(1)の転写終結点を本研究室の大坪准教授が作成した
ゲノム比較ソフト GenomeMatcher の DotMatch 機能を用いて推測したところ(Fig. 1-22, 
23)、転写開始点から 376 bp 下流に転写終結点様配列が見出された。この 376 bp について
ORF(読み枠)の解析を行ない、機能性タンパク質がコードされている可能性を検討したが、
その可能性は低かった (Fig. 1-24, 25)。さらに、sRNA(1)に対して BLAST 検索及び
ARAGORN program (http://mbio-serv2.mbioekol.lu.se/ARAGORN/) を用いた解析を
実施したところ、当領域は tmRNA であることが示唆された。立体構造及び機能の詳細が明
らかにされている大腸菌の tmRNA と比較したところ、58.8%の identity を示した(Fig. 1-26, 
27)。また、Bcc 属細菌で当領域は非常によく保存されており、B. cenocepacia j2315 株の当
該領域とは 96.8%の identity を示した(Fig. 1-28)。 
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Fig. 1-18 : WT 株と DF1 株における 2 つの推定 ncRNA の転写量比較 
定量 RT-PCR により、WT 株の発現量を 1 とした時の相対値を求めた。 
標準化にはハウスキーピング遺伝子 dnaA を用いた。実験は一回行った。 
A) ncRNA(1)の転写量比較 
B) ncRNA(2)の転写量比較 
 
A) 
B) 
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ACAGCGTCGACGCGAACTGACGGCGCGCGATGCGCCGCTTCGATCCATCCCC
GTTTGATTGCCCGCGCATCGACGGCACGCGACGTGTGCGCCGTGCGGCGCAC
CGATCAGGAAAACCCTCGATTCGTCGGAAAATAGCGTTTAAAACGATTGACA
TCCGGTTCGGCCAATCTCTATTCTTCGCATCACAAGTTGAAAAAATGAAAAG
CACGCGGCCGGCCTGCTCGCACTGGCGCCGGACCGCATCGTCTACGTTGGCGA
CGACCTGCGCGACATTCAGGCCGGCTACGCAGCCGGGATGGCGACGGTCGCGG
CCGCGTACGGCTACTGCGGCGACGGCGCCGCGCCGGGCGACTGGCGTGCGCAG
CACCTCGTCGGCACGACCGGCGAGCTGCGCGATCTGCTGCGCGATGTTGCGCT
ATAATGATCAATCTTATCCGCGGGGGCGACCTGGTTTCGACAGGGGTTGTGAA
ACAGCGTCGACGCGAACTGACGGCGCGCGATGCGCCGCTTCGATCCATCCCC
GTTTGATTGCCCGCGCATCGACGGCACGCGACGTGTGCGCCGTGCGGCGCAC
CGATCAGGAAAACCCTCGATTCGTCGGAAAATAGCGTTTAAAACGATTGACA
TCCGGTTCGGCCAATCTCTATTCTTCGCATCACAAGTTGAAAAAATGAAAAG
CACGCGGCCGGCCTGCTCGCACTGGCGCCGGACCGCATCGTCTACGTTGGCGA
CGACCTGCGCGACATTCAGGCCGGCTACGCAGCCGGGATGGCGACGGTCGCGG
CCGCGTACGGCTACTGCGGCGACGGCGCCGCGCCGGGCGACTGGCGTGCGCAG
CACCTCGTCGGCACGACCGGCGAGCTGCGCGATCTGCTGCGCGATGTTGCGCT
ATAATGATCAATCTTATCCGCGGGGGCGACCTGGTTTCGACAGGGGTTGTGAA
ncRNA(1)  
Fig. 1-19 : 推定 ncRNA の FURTA 法による解析 
A) FURTA 法の概要 
B) ベクターにクローニングした推定 ncRNA の上流領域(赤)。 
C) FURTA 法により、いずれの推定 ncRNA の上流域にも Fur が結合する結果が得
られた。 
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TCGCACTGGCGCCGGACCGCATCGTCTACGTTGGCGACGACCTGCGCGACATTCAGGCCGGCTACGCAGCCGGGATGGCGACGGTCGCGGCCG
CGTACGGCTACTGCGGCGACGGCGCCGCGCCGGGCGACTGGCGTGCGCAGCACCTCGTCGGCACGACCGGCGAGCTGCGCGATCTGCTGCGCG
ATGTTGCGCTATAATGATCAATCTTATCCGCGGGGGCGACCTGGTTTCGACAGGGGTTGTGAAGCGGCTAGGGCATGTCGAGGACCCGTCACC
TCGTTAATCAATGGGAAAAACGTAACTGCAAACGACGATACGTTCGCACTGGCAGCCTAAGGGCCGCCGTCCTCTGCCTAGTTCACTGACGGG
CTAGCGTCGCAAGACCGGTAGCAATACCGCCAGAGGTCATATACGTCAGTTAAGCCTTGCCGGCGTCGCGACGGCCGGGTCGAAAATTTAGCG
AATCGCCGTAGCGCAGCGTGTTCGTCCGCGTCGCTGCGGTTAAATCAAAAGACTGAACTAAACATGTAGAACTAGTCGTAGAGCGCTTCTGGA
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GGTTGCAGCCGACAGACGGTTTGGTTGACGTATCGACAGACGGCGAAGCCGCGGCGAATGCGTCGACAGAAAAGCGCTACGAGGGCGCTTTTT
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TCGCACTGGCGCCGGACCGCATCGTCTACGTTGGCGACGACCTGCGCGACATTCAGGCCGGCTACGCAGCCGGGATGGCGACGGTCGCGGCCG
CGTACGGCTACTGCGGCGACGGCGCCGCGCCGGGCGACTGGCGTGCGCAGCACCTCGTCGGCACGACCGGCGAGCTGCGCGATCTGCTGCGCG
ATGTTGCGCTATAATGATCAATCTTATCCGCGGGGGCGACCTGGTTTCGACAGGGGTTGTGAAGCGGCTAGGGCATGTCGAGGACCCGTCACC
TCGTTAATCAATGGGAAAAACGTAACTGCAAACGACGATACGTTCGCACTGGCAGCCTAAGGGCCGCCGTCCTCTGCCTAGTTCACTGACGGG
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Fig. 1-20 : 推定 ncRNA のプロモーター活性測定 
A) プロモーター活性測定の概要 
B) ベクターにクローニングした推定 ncRNA の上流領域(緑)。 
C) プロモーター活性測定の結果(レポーター遺伝子として gfp を使用) 
A) 
C) 
B) 
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Locus tag Putative function or protein gene
BMULJ_00956 putative integrase/recombinase for integrative and conjugative element
BMULJ_00957 putative truncated integrase/recombinase
1031620..1032987 IS256 family
1031620..1031646 IS406, terminal inverted repeat
BMULJ_00958 IS406 transposase
BMULJ_00959 tyrosine recombinase
1032961..1032987 IS406, terminal inverted repeat
BMULJ_00960 hypothetical protein
BMULJ_00961 putative DNA methylase
BMULJ_00962 DNA modification methylase, Ralstonia solanacearum
BMULJ_00963 truncated integrase
BMULJ_00964 putative bacteriophage-related protein
BMULJ_00965 putative bacteriophage-related protein
BMULJ_00966 conserved hypothetical protein
BMULJ_00967 periplasmic mercuric ion-binding protein merP
BMULJ_00968 mercuric ion transport protein merT
BMULJ_00969 MerR family mercuric resistance operon regulatory protein merR
BMULJ_00970 conserved hypothetical protein
BMULJ_00971 phosphoglycolate phosphatase gph
BMULJ_00972 3-demethylubiquinone-9 3-methyltransferase ubiG
BMULJ_00973 OOP family OmpA-OmpF porin
BMULJ_00974 hypothetical protein
BMULJ_00975 DNA gyrase subunit A gyrA
BMULJ_00976 conserved hypothetical protein
BMULJ_00977 phosphoserine aminotransferase serC
BMULJ_00978 chorismate mutase pheA
BMULJ_00979 prephenate dehydrogenase tyrA
BMULJ_00980 3-phosphoshikimate 1-carboxyvinyltransferase aroA
BMULJ_00981 cytidylate kinase cmk
BMULJ_00982 small subunit ribosomal protein S1 rpsA
BMULJ_00983 integration host factor beta subunit himD
BMULJ_00984 conserved hypothetical protein
BMULJ_00985 predicted N-acetylglucosaminyl transferase
BMULJ_00986 UDP-glucose 6-dehydrogenase ugd
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Fig. 1-21 : ncRNA(1)周辺遺伝子と転写開始点 (青点は GC 推移を示す) 
Table 1-8 : ncRNA(1)周辺遺伝子 
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Horizontal 1040872 - 1040917, Vertical 1040872 - 1040917, word size 18 and 8
Horizontal 1040426 - 1041655, Vertical 1040426 - 1041655, word size 18 and 8
BMULJ_00970 gph
B
M
U
LJ
_0
09
70
gp
h
ACAGCGTCGACGCGAACTGACGGCGCGCGATGCGCCGCTTCGATCCATCCCC
GTTTGATTGCCCGCGCATCGACGGCACGCGACGTGTGCGCCGTGCGGCGCAC
CGATCAGGAAAACCCTCGATTCGTCGGAAAATAGCGTTTAAAACGATTGACA
TCCGGTTCGGCCAATCTCTATTCTTCGCATCACAAGTTGAAAAAATGAAAAG
CACGCGGCCGGCCTGCTCGCACTGGCGCCGGACCGCATCGTCTACGTTGGCGA
CGACCTGCGCGACATTCAGGCCGGCTACGCAGCCGGGATGGCGACGGTCGCGG
CCGCGTACGGCTACTGCGGCGACGGCGCCGCGCCGGGCGACTGGCGTGCGCAG
CACCTCGTCGGCACGACCGGCGAGCTGCGCGATCTGCTGCGCGATGTTGCGCT
ATAATGATCAATCTTATCCGCGGGGGCGACCTGGTTTCGACAGGGGTTGTGAA
TCGTCGGCACGACCGGCGAGCTGCGCGATCTGCTGCGCGATGTTGCGCTATAATGATCAATCTTATCCGCGGGGGCGACCTGGTTTCGACAGGGGTTGTG
AAGCGGCTAGGGCATGTCGAGGACCCGTCACCTCGTTAATCAATGGGAAAAACGTAACTGCAAACGACGATACGTTCGCACTGGCAGCCTAAGGGCCGCC
GTCCTCTGCCTAGTTCACTGACGGGCTAGCGTCGCAAGACCGGTAGCAATACCGCCAGAGGTCATATACGTCAGTTAAGCCTTGCCGGCGTCGCGACGGC
CGGGTCGAAAATTTAGCGAATCGCCGTAGCGCAGCGTGTTCGTCCGCGTCGCTGCGGTTAAATCAAAAGACTGAACTAAACATGTAGAACTAGTCGTAGA
GCGCTTCTGGACGCGGGTTCGATTCCCGCCGCCTCCACCATAATGTGAAATCCCAACCCTTATCCGGTTGGGATTTTTTTTGCCCGTTCCCCCTGTGTTG
GCGCGGTTTCGGGCATCTGCCTCTTGAGCGCGCCCCTTGGGAAGTCGCCGTTCCAGGCGCGCTTTC
CCTCGATTCGTCGGAAAATAGCGTTTAAAACGATTGACATCCGGTTCGGCCAATCTCTATTCTTCGCATCACAAGTTGAAAAAATGAAAAGAACAGATAA
GTACAGGTAAGTTCTACGGGGTAGCAAAAAAAAGCGCGGGGTGAGCGCAGCCGGCACGTCGTCAGCGTGCCGGCCACGGCGTGGCTGCATGCACGGCGGG
GCCATCATCGTCGGATAACAAATGCATGCGGACCGACTTGCGACAAGCAGCGTTCCGTCGTCCGACCGGGGAATGCAGTATCGGGCGGCGGCGGACGTTT
TTTCATCCGGAGCAGCTTTCCGGTTGCAGCCGACAGACGGTTTGGTTGACGTATCGACAGACGGCGAAGCCGCGGCGAATGCGTCGACAGAAAAGCGCTA
CGAGGGCGCTTTTTTCTTTTGTGCGGCCGATGCGCTTGTCATGCGCCGAAGTCCGCTCCTCTGCACTGCACTGCACTGCACTGGACTGTGCTGAGCCGAA
CGACACGGCGCCGGCGGCAGGCCGGTTTGCCGTATGAGAGGGTT
Output of sir_graph (©)
mfold_util 4.6
Created Sun Dec 21 04:27:11 2014
dG = -10.65 14Dec21-04-27-07-ec2ccb3853 
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Fig. 22 : GenomeMatcher DotMatch 機能を用いた推定 ncRNA (1)遺伝子の転写終結配列の検索 
 
左図青枠の拡大  
Fig. 24 : ncRNA(1)の周辺遺伝子 
転写開始点から推定転写終結配列まで 376 bp 
黒太字：推定 Fur-box 
青字：推定転写終結配列 
Fig. 25 : NCBI ORF finder によるタンパク質コード領域 (ORF)の探索 
3 種類の読み枠について、ORF 領域が水色で表示されるが、 
ncRNA (1)において、タンパク質コード領域は推定されなかった。 
 
Fig. 23 : ncRNA (1)遺伝子の転写終結 
	 	 	 	 配列の 2 次構造予測 
mfold web server (http://mfold.rna.albany.edu) 
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tmRNA 
 Length: 417
Identity: 245/417 (58.8%)
B.muntivorans ATCC 17616       1  GGGGGC-GA-CCTGGTTTCGACAGGGGTTGTGAAGCGGCTAGG-GCATGT  47
                                   ||||| || .||||.||||||.||..|||.|||.| .|.||| |||||.
E.coli K-12                    1  -GGGGCTGATTCTGGATTCGACGGGATTTGCGAAAC-CCAAGGTGCATGC  48
B.muntivorans ATCC 17616      48  CGAGGACCCG-TCACCTCGTTAATCAATGGGAAAAACGTAACTgcaaacg  96
                                  |||||..|.| |..||||||.||  ||...|.||||..||...|||||||
E.coli K-12                  49  CGAGGGGCGGTTGGCCTCGTAAA--AAGCCGCAAAAAATAGTCgcaaacg  96
B.muntivorans ATCC 17616      97  acgatacgttcgcactggcagccTAAGGGCC--------GCCGTCCTCTG  138
                                  ||||.|..|.|||..|.|||||.|||...||        |||.| ||||.
E.coli K-12                   97  acgaaaactacgctttagcagctTAATAACCTGCTTAGAGCCCT-CTCTC  145
B.muntivorans ATCC 17616     139  CCTAG--TTCACT-----GACGGGCTAGCGTCG--CAAGACCGGTAGCAA  179
                                  |||||  |.|.||     ||||||        |  |||||..|||  |||
E.coli K-12                  146  CCTAGCCTCCGCTCTTAGGACGGG--------GATCAAGAGAGGT--CAA  185
B.muntivorans ATCC 17616     180  TACCGCCAGAGGTCATATACGTCAGTTAAGCCTTGCCGGCGTCGCGACGG  229
                                  ..||...||||.||    .|||   ..|||||.||||.|           
E.coli K-12                  186  ACCCAAAAGAGATC----GCGT---GGAAGCCCTGCCTG-----------  217
B.muntivorans ATCC 17616     230  CCGGGTCG-------AAAATTTAGCGAATC--GCCGTAG------CGCAG  264
                                  ||||.|       ||||.||    ||||  ||  |||      .|..|
E.coli K-12                  218  --GGGTTGAAGCGTTAAAACTT----AATCAGGC--TAGTTTGTTAGTGG  259
B.muntivorans ATCC 17616     265  CGTGTTCGTCCGCGTCGCT-----GCGGTTAAATCAAAAGACTGAACTAA  309
                                  |||||.|||||||  .|||     |||    |||..|||||||| |||||
E.coli K-12                  260  CGTGTCCGTCCGC--AGCTGGCAAGCG----AATGTAAAGACTG-ACTAA  302
B.muntivorans ATCC 17616     310  ACATGTAGAACTAGTC------GTAGAGCGCTTCTGGACGCGGGTTCGAT  353
                                  .|||||||.||    |      |||| |...||| ||||||||||||.|.
E.coli K-12                  303  GCATGTAGTAC----CGAGGATGTAG-GAATTTC-GGACGCGGGTTCAAC  346
B.muntivorans ATCC 17616     354  TCCCGCCGCCTCCAcca  370
                                  |||||||..||||||||
E.coli K-12                  347  TCCCGCCAGCTCCAcca  363
tmRNA
  Length: 370
Identity: 358/370 (96.8%)
B.muntivorans ATCC 17616       1  GGGGGCGACCTGGTTTCGACAGGGGTTGTGAAGCGGCTAGGGCATGTCGA  50
                                  ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||
B.cenocepacia J2315            1  GGGGGCGACCTGGTTTCGACAGGGGTTGTGAAGCGGCTAGGGCATGTCGA  50
B.muntivorans ATCC 17616      51  GGACCCGTCACCTCGTTAATCAATGGGAAAAACGTAACTgcaaacgacga  100
                                  |||||||||||||||||||||||||||||||.||||||||||||||||||
B.cenocepacia J2315           51  GGACCCGTCACCTCGTTAATCAATGGGAAAATCGTAACTgcaaacgacga  100
B.muntivorans ATCC 17616     101  tacgttcgcactggcagccTAAGGGCCGCCGTCCTCTGCCTAGTTCACTG  150
                                  ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||
B.cenocepacia J2315          101  tacgttcgcactggcagccTAAGGGCCGCCGTCCTCTGCCTAGTTCACTG  150
B.muntivorans ATCC 17616     151  ACGGGCTAGCGTCGCAAGACCGGTAGCAATACCGCCAGAGGTCATATACG  200
                                  |||||||||.||||||||||||||||||||||||.||||||||||.||||
B.cenocepacia J2315          151  ACGGGCTAGTGTCGCAAGACCGGTAGCAATACCGACAGAGGTCATTTACG  200
B.muntivorans ATCC 17616     201  TCAGTTAAGCCTTGCCGGCGTCGCGACGGCCGGGTCGAAAATTTAGCGAA  250
                                  |||||||||||.||.|||||||||||||.|.|||||||||||.|||||||
B.cenocepacia J2315          201  TCAGTTAAGCCCTGTCGGCGTCGCGACGCCAGGGTCGAAAATCTAGCGAA  250
B.muntivorans ATCC 17616     251  TCGCCGTAGCGCAGCGTGTTCGTCCGCGTCGCTGCGGTTAAATCAAAAGA  300
                                  |||||||||.||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||
B.cenocepacia J2315          251  TCGCCGTAGTGCAGCGTGTTCGTCCGCGTCGCTGCGGTTAAATCAAAAGA  300
B.muntivorans ATCC 17616     301  CTGAACTAAACATGTAGAACTAGTCGTAGAGCGCTTCTGGACGCGGGTTC  350
                                  |||.|||||||||||||||||||||||.||||||||||||||||||||||
B.cenocepacia J2315          301  CTGGACTAAACATGTAGAACTAGTCGTGGAGCGCTTCTGGACGCGGGTTC  350
B.muntivorans ATCC 17616     351  GATTCCCGCCGCCTCCAcca  370
                                  ||||||||||||||||||||
B.cenocepacia J2315          351  GATTCCCGCCGCCTCCAcca  370
ncRNA
  Length: 108
Identity: 57/108 (52.8%)
B.muntivorans ATCC 17616       1  ACAAGTTGAAAAAATGAAAAGAACAGAT-----AAGTACAGGTA-AGTTCTACGGGGTA--------GCAAAAAAAAGCGCGGGGTGAGCGCAGCCG-GC---ACGTC  90     
                                           |||..|..|.||.|   ||     |.|||||  || ..||.|||.||.||        ||||||||||||||||||||.|    |||| ||   |.||.
E.coli K-12                    1  ---------AAATTTTTATAGTA---ATTTCTCATGTACA--TATTTTTTTACAGGATAAATAACAGGCAAAAAAAAGCGCGGGGTGGG----GCCGCGCAAAAAGTA  90    
dG = -9.31   dH = -63.40   dS = -174.40   Tm = 90.4 ℃
                 10
ACAG---------|        AC
             AAAAGCGCT  \
             TTTTCGCGG  G
GGCGTGTTTTCTT^        GA
.        30        20 
             126                                                                                                               234
             |                                                                                                                 |
5'-GGG...GGCGC        A                 CG  G  C    C   C  CC       AC     CCUUUUC   UUUC       AACCGUCC    UC  CUCCCA         CUCGA...CGC-3'
              ACGUU GC CGCCGCCCG   UUGCA  CC CC GUUG ACG CG   CGUUGC  GUCGC       UCG    CCGCAUG        GUCC  CG       CCCCGCCG
              ||||: || |||||||||   :||||  || || ||:| ||| ||   ||:|||  |||||       |||    |||||||        :|||  ||       ||||||||
              UGCAG CG GCGGCGGGC   GACGU  GG GG CAGC UGC GC   GCGACG  CAGCG       AGC    GGCGUAC        UAGG  GC       GGGGCGGC
3'-GAC...UUUUU     G            UAU     AA     C    C   U  CUU      AA     UUC       CA         GUAAACAA    CU  UACUACC        ACGUA...ACA-5'
             |                                                                                                                |
             229  
                                                                                                             123
Fig. 26 : 大腸菌の tmRNA と ncRNA(1)の比較 
 
 
 
Fig. 27 : 大腸菌の tmRNA の 2 次構造 
 
 
 
tmRNA 
 Length: 417
Identity: 245/417 (58.8%)
B.muntivorans ATCC 17616       1  GGGGGC-GA-CCTGGTTTCGACAGGGGTTGTGAAGCGGCTAGG-GCATGT  47
                                   ||||| || .||||.||||||.||..|||.|||.| .|.||| |||||.
E.coli K-12                    1  -GGGGCTGATTCTGGATTCGACGGGATTTGCGAAAC-CCAAGGTGCATGC  48
B.muntivorans ATCC 17616      48  CGAGGACCCG-TCACCTCGTTAATCAATGGGAAAAACGTAACTgcaaacg  96
                                  |||||..|.| |..||||||.||  ||...|.||||..||...|||||||
E.coli K-12                  49  CGAGGGGCGGTTGGCCTCGTAAA--AAGCCGCAAAAAATAGTCgcaaacg  96
B.muntivorans ATCC 17616      97  acgatacgttcgcactggcagccTAAGGGCC--------GCCGTCCTCTG  138
                                 ||||.|..|.|||..|.|||||.|||...||        |||.| ||||.
E.coli K-12                   97  acgaaaactacgctttagcagctTAATAACCTGCTTAGAGCCCT-CTCTC  145
B.muntivorans ATCC 17616     139  CCTAG--TTCACT-----GACGGGCTAGCGTCG--CAAGACCGGTAGCAA  179
                                  |||||  |.|.||     ||||||        |  |||||..|||  |||
E.coli K-12                  146  CCTAGCCTCCGCTCTTAGGACGGG--------GATCAAGAGAGGT--CAA  185
B.muntivorans ATCC 17616     180  TACCGCCAGAGGTCATATACGTCAGTTAAGCCTTGCCGGCGTCGCGACGG  229
                                  ..||...||||.||    .|||   ..|||||.||||.|           
E.coli K-12                  186  ACCCAAAAGAGATC----GCGT---GGAAGCCCTGCCTG-----------  217
B.muntivorans ATCC 17616     230  CCGGGTCG-------AAAATTTAGCGAATC--GCCGTAG------CGCAG  264
                                  ||||.|       ||||.||    ||||  ||  |||      .|..|
E.coli K-12                  218  --GGGTTGAAGCGTTAAAACTT----AATCAGGC--TAGTTTGTTAGTGG  259
B.muntivorans ATCC 17616     265  CGTGTTCGTCCGCGTCGCT-----GCGGTTAAATCAAAAGACTGAACTAA  309
                                  |||||.|||||||  .|||     |||    |||..|||||||| |||||
E.coli K-12                  260  CGTGTCCGTCCGC--AGCTGGCAAGCG----AATGTAAAGACTG-ACTAA  302
B.muntivorans ATCC 17616     310  ACATGTAGAACTAGTC------GTAGAGCGCTTCTGGACGCGGGTTCGAT  353
                                  .|||||||.||    |      |||| |...||| ||||||||||||.|.
E.coli K-12                  303  GCATGTAGTAC----CGAGGATGTAG-GAATTTC-GGACGCGGGTTCAAC  346
B.muntivorans ATCC 17616     354  TCCCGCCGCCTCCAcca  370
                                 |||||||..||||||||
E.coli K-12                  347  TCCCGCCAGCTCCAcca  363
tmRNA
  Length: 370
Identity: 358/370 (96.8%)
B.muntivorans ATCC 17616       1  GGGGGCGACCTGGTTTCGACAGGGGTTGTGAAGCGGCTAGGGCATGTCGA  50
                                  ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||
B.cenocepacia J2315            1  GGGGGCGACCTGGTTTCGACAGGGGTTGTGAAGCGGCTAGGGCATGTCGA  50
B.muntivorans ATCC 17616      51  GGACCCGTCACCTCGTTAATCAATGGGAAAAACGTAACTgcaaacgacga  100
                                  |||||||||||||||||||||||||||||||.||||||||||||||||||
B.cenocepacia J2315           51  GGACCCGTCACCTCGTTAATCAATGGGAAAATCGTAACTgcaaacgacga  100
B.muntivorans ATCC 17616     101  tacgttcgcactggcagccTAAGGGCCGCCGTCCTCTGCCTAGTTCACTG  150
                                  ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||
B.cenocepacia J2315          101  tacgttcgcactggcagccTAAGGGCCGCCGTCCTCTGCCTAGTTCACTG  150
B.muntivorans ATCC 17616     151  ACGGGCTAGCGTCGCAAGACCGGTAGCAATACCGCCAGAGGTCATATACG  200
                                  |||||||||.||||||||||||||||||||||||.||||||||||.||||
B.cenocepacia J2315          151  ACGGGCTAGTGTCGCAAGACCGGTAGCAATACCGACAGAGGTCATTTACG  200
B.muntivorans ATCC 17616     201  TCAGTTAAGCCTTGCCGGCGTCGCGACGGCCGGGTCGAAAATTTAGCGAA  250
                                  |||||||||||.||.|||||||||||||.|.|||||||||||.|||||||
B.cenocepacia J2315          201  TCAGTTAAGCCCTGTCGGCGTCGCGACGCCAGGGTCGAAAATCTAGCGAA  250
B.muntivorans ATCC 17616     251  TCGCCGTAGCGCAGCGTGTTCGTCCGCGTCGCTGCGGTTAAATCAAAAGA  300
                                  |||||||||.||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||
B.cenocepacia J2315          251  TCGCCGTAGTGCAGCGTGTTCGTCCGCGTCGCTGCGGTTAAATCAAAAGA  300
B.muntivorans ATCC 17616     301  CTGAACTAAACATGTAGAACTAGTCGTAGAGCGCTTCTGGACGCGGGTTC  350
                                  |||.|||||||||||||||||||||||.||||||||||||||||||||||
B.cenocepacia J2315          301  CTGGACTAAACATGTAGAACTAGTCGTGGAGCGCTTCTGGACGCGGGTTC  350
B.muntivorans ATCC 17616     351  GATTCCCGCCGCCTCCAcca  370
                                  ||||||||||||||||||||
B.cenocepacia J2315          351  GATTCCCGCCGCCTCCAcca  370
ncRNA
  Length: 108
Identity: 57/108 (52.8%)
B.muntivorans ATCC 17616       1  ACAAGTTGAAAAAATGAAAAGAACAGAT-----AAGTACAGGTA-AGTTCTACGGGGTA--------GCAAAAAAAAGCGCGGGGTGAGCGCAGCCG-GC---ACGTC  90     
                                           |||..|..|.||.|   ||     |.|||||  || ..||.|||.||.||        ||||||||||||||||||||.|    |||| ||   |.||.
E.coli K-12                    1  ---------AAATTTTTATAGTA---ATTTCTCATGTACA--TATTTTTTTACAGGATAAATAACAGGCAAAAAAAAGCGCGGGGTGGG----GCCGCGCAAAAAGTA  90    
dG = -9.31   dH = -63.40   dS = -174.40   Tm = 90.4 ℃
                 10
ACAG---------|        AC
   AAAAGCGCT \
             TTTTCGCGG  G
GGCGTGTTTTCTT^        GA
.        30        20 
             126                                                                                                               234
             |                                                                                                                 |
5'-GGG...GGCGC        A                 CG  G  C    C   C  CC       AC     CCUUUUC   UUUC       AACCGUCC    UC  CUCCCA         CUCGA...CGC-3'
              ACGUU GC CGCCGCCCG   UUGCA  CC CC GUUG ACG CG   CGUUGC  GUCGC       UCG    CCGCAUG        GUCC  CG       CCCCGCCG
              ||||: || |||||||||   :||||  || || ||:| ||| ||   ||:|||  |||||       |||    |||||||        :|||  ||       ||||||||
              UGCAG CG GCGGCGGGC   GACGU  GG GG CAGC UGC GC   GCGACG  CAGCG       AGC    GGCGUAC        UAGG  GC       GGGGCGGC
3'-GAC...UUUUU     G            UAU     AA     C    C   U  CUU      AA     UUC       CA         GUAAACAA    CU  UACUACC        ACGUA...ACA-5'
             |                                                                                                                 |
             229  
                                                                                                             123
Fig. 28 : ncRNA(1)領域の j2315 株との比較 
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	 ncRNA(2)の周辺領域に存在する遺伝子を調べたところ(Fig. 1-29) (Table 1-9)、ncRNA(2)
は BMULJ_00197 と BMULJ_00198 の間に存在し、TSS 解析で検出したリード数は 122 本
であった。ncRNA(2)の転写終結点を ncRNA(1)と同様に推測した結果、転写開始点から 320 
bp 下流に転写終結点様配列を見出した(Fig. 1-30, 31)。この 320 bp について ORF 解析を行
ない、機能性タンパク質がコードされている可能性を検討したが、その可能性は低かった(Fig. 
32, 33)。また、当領域が tmRNA をコードしている可能性を示す結果は得られなかった。そ
こで、ncRNA(2)が ryhB と同様の発現制御機能を有していると推測し、この 320 bp につい
て Copra RNA (http://rna.informatik.uni-freiburg.de/CopraRNA/Input.jsp) を用いてターゲッ
ト mRNA を推定した(Table 1-10)(Fig. 1-34)。Copra RNA から得られた結果と RNA-seq の結果
を照らし合わせてみると、RNA-seq において、DF1 株で転写量が半分以上減少することが示
された遺伝子のうち 34 遺伝子が ncRNA(2)のターゲット遺伝子であると示唆された。すなわ
ち、これら 34 遺伝子の転写は、ncRNA(2)を介して、Fur により見かけ上活性化される可能
性がある。また、Copra RNA 解析により、ncRNA(2)が認識する mRNA の領域は、主に開始
コドンから 50 塩基以内にある場合が多いと推測された(Fig. 1-35 A)。一方、ncRNA(2)側の
mRNA との結合領域は主に、5’末端から 60 塩基付近と 220 塩基付近の 2 箇所にあると推測
された(Fig. 1-35 B)。なお、ncRNA(2)の推定ターゲット遺伝子は Chr. 1 に多く存在してい
た(Fig. 1-36)。 
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Locus tag Putative function or protein gene
BMULJ_00188 inactivated ATP-dependent protease domain protein
BMULJ_00189 sarcosine oxidase
BMULJ_00190 putative iron-sulfur protein
BMULJ_00191 permease of the major facilitator superfamily
BMULJ_00192 peptide/nickel transport system substrate-binding protein
BMULJ_00193 peptide/nickel transport system permease protein
BMULJ_00194 peptide/nickel transport system permease protein
BMULJ_00195 peptide/nickel transport system ATP-binding protein
BMULJ_00196 peptide/nickel transport system ATP-binding protein
BMULJ_00197 conserved hypothetical protein
BMULJ_00198 LamB/YcsF family protein
BMULJ_00199 allophanate hydrolase
BMULJ_00200 inhibitor of KinA kipI
BMULJ_00201 predicted transcription regulator
BMULJ_00202 putative 5-formyltetrahydrofolate cyclo-ligase family protein
BMULJ_00203 soluble lytic murein transglycosylase slt
BMULJ_00204 NADH dehydrogenase
BMULJ_00205 glutathione S-transferase
BMULJ_00206 tRNA nucleotidyltransferase cca
BMULJ_00207 XRE family transcriptional regulator
BMULJ_00208 X-Pro aminopeptidase pepP
BMULJ_00209 flagella synthesis protein flgN
BMULJ_00210 negative regulator of flagellin synthesis flgM
BMULJ_00211 flagella basal body P-ring formation protein flgA
BMULJ_00212 flagellar basal-body rod protein flgB
BMULJ_00213 flagellar basal-body rod protein flgC
BMULJ_00214 flagellar basal-body rod modification protein flgD
5 124 221 
5 5 22 
20
30
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80
Fig. 1-29 : ncRNA(2)周辺遺伝子と転写開始点 (青点は GC 推移を示す) 
Table 1-9 : ncRNA(1)周辺遺伝子 
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Horizontal 206579 - 208661, Vertical 206579 - 208661, word size 18 and 8
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Horizontal 207816 - 207862, Vertical 207816 - 207862, word size 18 and 8
ACAGCGTCGACGCGAACTGACGGCGCGCGATGCGCCGCTTCGATCCATCCCC
GTTTGATTGCCCGCGCATCGACGGCACGCGACGTGTGCGCCGTGCGGCGCAC
CGATCAGGAAAACCCTCGATTCGTCGGAAAATAGCGTTTAAAACGATTGACA
TCCGGTTCGGCCAATCTCTATTCTTCGCATCACAAGTTGAAAAAATGAAAAG
CACGCGGCCGGCCTGCTCGCACTGGCGCCGGACCGCATCGTCTACGTTGGCGA
CGACCTGCGCGACATTCAGGCCGGCTACGCAGCCGGGATGGCGACGGTCGCGG
CCGCGTACGGCTACTGCGGCGACGGCGCCGCGCCGGGCGACTGGCGTGCGCAG
CACCTCGTCGGCACGACCGGCGAGCTGCGCGATCTGCTGCGCGATGTTGCGCT
ATAATGATCAATCTTATCCGCGGGGGCGACCTGGTTTCGACAGGGGTTGTGAA
TCGTCGGCACGACCGGCGAGCTGCGCGATCTGCTGCGCGATGTTGCGCTATAATGATCAATCTTATCCGCGGGGGCGACCTGGTTTCGACAGGGGTTGTG
AAGCGGCTAGGGCATGTCGAGGACCCGTCACCTCGTTAATCAATGGGAAAAACGTAACTGCAAACGACGATACGTTCGCACTGGCAGCCTAAGGGCCGCC
GTCCTCTGCCTAGTTCACTGACGGGCTAGCGTCGCAAGACCGGTAGCAATACCGCCAGAGGTCATATACGTCAGTTAAGCCTTGCCGGCGTCGCGACGGC
CGGGTCGAAAATTTAGCGAATCGCCGTAGCGCAGCGTGTTCGTCCGCGTCGCTGCGGTTAAATCAAAAGACTGAACTAAACATGTAGAACTAGTCGTAGA
GCGCTTCTGGACGCGGGTTCGATTCCCGCCGCCTCCACCATAATGTGAAATCCCAACCCTTATCCGGTTGGGATTTTTTTTGCCCGTTCCCCCTGTGTTG
GCGCGGTTTCGGGCATCTGCCTCTTGAGCGCGCCCCTTGGGAAGTCGCCGTTCCAGGCGCGCTTTC
CCTCGATTCGTCGGAAAATAGCGTTTAAAACGATTGACATCCGGTTCGGCCAATCTCTATTCTTCGCATCACAAGTTGAAAAAATGAAAAGAACAGATAA
GTACAGGTAAGTTCTACGGGGTAGCAAAAAAAAGCGCGGGGTGAGCGCAGCCGGCACGTCGTCAGCGTGCCGGCCACGGCGTGGCTGCATGCACGGCGGG
GCCATCATCGTCGGATAACAAATGCATGCGGACCGACTTGCGACAAGCAGCGTTCCGTCGTCCGACCGGGGAATGCAGTATCGGGCGGCGGCGGACGTTT
TTTCATCCGGAGCAGCTTTCCGGTTGCAGCCGACAGACGGTTTGGTTGACGTATCGACAGACGGCGAAGCCGCGGCGAATGCGTCGACAGAAAAGCGCTA
CGAGGGCGCTTTTTTCTTTTGTGCGGCCGATGCGCTTGTCATGCGCCGAAGTCCGCTCCTCTGCACTGCACTGCACTGCACTGGACTGTGCTGAGCCGAA
CGACACGGCGCCGGCGGCAGGCCGGTTTGCCGTATGAGAGGGTT
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Fig. 30 : GenomeMatcher DotMatch 機能を用いた ncRNA (2)遺伝子の転写終結配列の検索 
 
左図青枠の拡大  
Fig. 32 : ncRNA(2)の周辺遺伝子 
転写開始点から推定転写終結配列まで 320 bp 
黒太字：推定 Fur-box 
青字：推定転写終結配列 
Fig. 33 : NCBI ORF finder によるタンパク質コード領域 (ORF)の探索 
3 種類の読み枠について、ORF 領域が水色で表示される。 
今回見出された水色の領域について Blastp を用いて検索した 
結果 No putative conserved domains have been detected と表示された。 
Fig. 31 : ncRNA (2)遺伝子の転写終結 
	 	 	 	 配列の 2 次構造予測 
mfold web server (http://mfold.rna.albany.edu) 
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Rank Position mRNA Position sRNA Locus Tag Gene Name Annotation DF1/WT
1 127-233 124-228 bmulj_02392 XRE family transcriptional regulator 3.29
2 176-232 252-313 bmulj_02283 nadD nicotinic acid mononucleotide adenylyltransferase 1.32
3 176-269 125-224 bmulj_04199 threonine efflux protein 6.59
4 211-249 29-78 bmulj_02286 maf Maf-like protein 0.99
5 79-126 69-110 bmulj_02273 kdpB potassium-transporting ATPase subunit B 0.50
6 209-251 109-162 bmulj_01861 holB DNA polymerase III subunit delta' 0.12
7 192-276 72-166 bmulj_04344 integrase 0.47
8 113-162 168-223 bmulj_01878 msrB peptide-methionine (R)-S-oxide reductase 0.09
9 171-243 170-232 bmulj_05356 signal transduction response regulator 0.71
10 181-257 108-172 bmulj_04705 permease of the major facilitator superfamily N/D
11 162-194 47-78 bmulj_00543 ruvA Holliday junction DNA helicase RuvA 0.60
12 207-251 36-78 bmulj_01142 putative exported alkaline phosphatase 1.01
13 43-79 36-76 bmulj_00564 pqiB paraquat-inducible protein B 0.70
14 240-296 259-320 bmulj_01822 moeA molybdopterin biosynthesis protein 0.22
15 272-299 46-73 bmulj_03956 permease of the major facilitator superfamily 3.29
16 264-300 189-225 bmulj_00123 mreC od shape-determining protein MreC 0.49
17 95-137 25-78 bmulj_02581 dacB D-alanyl-D-alanine carboxypeptidase 0.22
18 217-245 47-74 bmulj_02741 mutY A/G-specific adenine glycosylase 0.20
19 224-242 50-78 bmulj_04790 0.79
20 164-173 124-133 bmulj_04454 0.31
21 153-175 199-224 bmulj_05523 NAD(FAD)-dependent dehydrogenase N/D
22 185-242 200-243 bmulj_04786 0.76
23 233-251 288-305 bmulj_03185 putative adenylate cyclase 0.66
24 87-113 195-223 bmulj_02673 ostA organic solvent tolerance protein 0.60
25 214-228 213-227 bmulj_02501 major facilitator superfamily permease 0.21
26 36-64 48-74 bmulj_02401 metG methionyl-tRNA synthetase 0.77
27 168-201 35-74 bmulj_05351 crtB phytoene synthase 1.21
28 14-33 125-146 bmulj_02256 Ser/Thr protein phosphatase family protein 2.64
29 174-217 108-155 bmulj_05644 RND efflux system outer membrane lipoprotein 0.21
30 241-258 205-224 bmulj_05036 2.20
31 208-228 48-78 bmulj_04430 dacB D-alanyl-D-alanine carboxypeptidase 1.32
32 124-164 19-77 bmulj_00848 chorismate mutase 0.50
33 266-276 213-223 bmulj_02124 folD bifunctional 5 10-methylene-tetrahydrofolate dehydrogenase 0.64
34 253-281 197-223 bmulj_05262 peptide/nickel transporter substrate-binding protein 0.58
35 223-252 197-223 bmulj_02402 0.72
36 206-239 187-225 bmulj_01139 mdtB RND superfamily multidrug transport protein 0.18
37 244-287 24-77 bmulj_01712 Predicted membrane protein Ralstonia solanacearum 1.32
38 163-185 289-311 bmulj_00269 putative Na+-dependent transporter 0.57
39 184-210 198-223 bmulj_00597 recN DNA repair protein 0.47
40 232-264 242-273 bmulj_00455 0.61
41 186-209 197-225 bmulj_01160 drug/metabolite transporter (DMT) superfamily permease 3.29
42 146-176 48-72 bmulj_00006 Soluble lytic murein transglycosylase and related regulatory proteins 0.84
43 230-244 200-215 bmulj_04698 bioA Adenosylmethionine-8-amino-7-oxononanoate aminotransferase 0.04
44 123-133 214-224 bmulj_05256 DedA family protein 0.14
45 75-93 211-228 bmulj_01003 Predicted membrane protein 0.49
46 178-197 198-224 bmulj_04194 cation/multidrug efflux pump 0.78
47 282-299 213-231 bmulj_00373 trpE anthranilate synthase component I 1.05
48 147-162 199-223 bmulj_01106 plcC phospholipase C 0.23
49 15-45 196-223 bmulj_04754 3-hydroxyacyl-CoA dehydrogenase 0.49
50 81-105 196-224 bmulj_02175 Predicted membrane protein 0.47
Table 1-10 : ncRNA(2)のターゲット mRNA (Copra RNA プログラムによる予測) 
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51 214-254 197-224 bmulj_00434 gerC heptaprenyl diphosphate synthase 1.00
52 21-39 205-224 bmulj_02192 aspC aromatic amino acid aminotransferase 0.61
53 251-292 208-243 bmulj_01864 putative aminomethyltransferase 0.31
54 213-242 199-224 bmulj_05528 branched-chain amino acid ABC transporter periplasmic protein 3.29
55 102-121 126-144 bmulj_00151 0.30
56 243-266 214-243 bmulj_02839 lipB lipoate-protein ligase B 0.88
57 183-200 125-146 bmulj_01920 argE acetylornithine deacetylase 0.44
58 115-146 106-133 bmulj_03971 2-haloacid dehalogenase 1.46
59 269-289 125-146 bmulj_03197 tyrosine recombinase 0.80
60 227-249 197-222 bmulj_01714 gluconate 2-dehydrogenase 3.29
61 230-276 29-78 bmulj_04415 emrD 2-module integral membrane pump 0.23
62 141-153 213-225 bmulj_00124 mreB rod shape-determining protein MreB 0.85
63 162-213 21-78 bmulj_01121 astA arginine N-succinyltransferase 0.07
64 15-55 106-139 bmulj_00565 pqiA paraquat-inducible protein A 0.78
65 202-209 200-207 bmulj_04301 outer membrane porin 0.79
66 276-297 200-224 bmulj_06118 putative 2-keto-4-pentenoate hydratase 1.32
67 214-225 66-77 bmulj_01013 STE24 endopeptidase 0.70
68 225-243 213-229 bmulj_00505 leuS leucyl-tRNA synthetase 0.77
69 206-262 15-77 bmulj_04944 permease of the major facilitator superfamily 1.32
70 208-225 36-55 bmulj_04417 1.32
71 211-225 125-144 bmulj_00785 3.96
72 168-194 200-224 bmulj_02476 ribF bifunctional riboflavin kinase/FMN adenylyltransferase 0.17
73 233-250 213-230 bmulj_03597 ptpA protein-tyrosine-phosphatase 4.81
74 177-238 30-77 bmulj_00698 0.56
75 82-109 200-223 bmulj_02457 putative acetyltransferase 0.35
76 272-288 212-227 bmulj_00808 Smr domain protein 1.10
77 177-199 125-144 bmulj_02729 CPA2 family monovalent cation:H+ antiporter-2 0.48
78 217-275 21-78 bmulj_04785 permease of the major facilitator superfamily 1.72
79 198-215 127-144 bmulj_01204 4.81
80 223-246 107-131 bmulj_00110 sun Sun protein 0.94
81 136-171 46-86 bmulj_00139 argB acetylglutamate kinase 3.05
82 149-164 64-78 bmulj_00482 thiL thiamine monophosphate kinase 1.32
83 214-224 213-224 bmulj_03034 paaD phenylacetic acid degradation protein 2.64
84 245-276 47-76 bmulj_04198 membrane protein 1.98
85 216-239 250-272 bmulj_02295 putative O-antigen polymerase 2.54
86 36-90 167-224 bmulj_02659 chaC cation transport protein 0.11
87 128-139 213-224 bmulj_02245 cynT carbonic anhydrase 3.16
88 222-237 213-225 bmulj_05231 manA mannose-6-phosphate isomerase 0.43
89 254-269 213-227 bmulj_01163 thiC thiamine biosynthesis protein ThiC 0.65
90 156-187 36-78 bmulj_01054 maf Maf-like protein 0.33
91 231-255 242-264 bmulj_02664 glyS glycyl-tRNA synthetase subunit beta 1.10
92 167-173 68-74 bmulj_05705 putative Fe-S oxidoreductase 0.57
93 190-213 126-146 bmulj_02511 kdsB 3-deoxy-manno-octulosonate cytidylyltransferase 0.49
94 194-243 174-226 bmulj_01836 family C40 peptidase 0.59
95 185-245 160-221 bmulj_05072 drug/metabolite transporter (DMT) superfamily permease 3.96
96 178-216 47-85 bmulj_02765 trpD glycosyl transferase family protein 0.99
97 109-133 200-223 bmulj_01790 rpoS RNA polymerase sigma factor RpoS 1.75
98 190-216 125-146 bmulj_00336 0.30
99 253-264 198-209 bmulj_04386 CBS domain-containing membrane protein 2.20
100 264-278 158-172 bmulj_05379 tolC RND efflux system outer membrane lipoprotein 0.33
Table 1-10 続き 
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bm
ulj 02392
             126                                                                                                               234
             |                                                                                                                 |
5'-GGG...GGCGC        A                 CG  G  C    C   C  CC       AC     CCUUUUC   UUUC       AACCGUCC    UC  CUCCCA         CUCGA...CGC-3'
              ACGUU GC CGCCGCCCG   UUGCA  CC CC GUUG ACG CG   CGUUGC  GUCGC       UCG    CCGCAUG        GUCC  CG       CCCCGCCG
              ||||: || |||||||||   :||||  || || ||:| ||| ||   ||:|||  |||||       |||    |||||||        :|||  ||       ||||||||
              UGCAG CG GCGGCGGGC   GACGU  GG GG CAGC UGC GC   GCGACG  CAGCG       AGC    GGCGUAC        UAGG  GC       GGGGCGGC
3'-GAC...UUUUU     G            UAU     AA     C    C   U  CUU      AA     UUC       CA         GUAAACAA    CU  UACUACC        ACGUA...ACA-5'
             |                                                                                                                 |
             229                                                                                                               123
bm
ulj 02283
             175                                                              233
             |                                                                |
5'-CGG...CAUCU    C    G   C         A                 U     AA     U     U   CGCCG...CCG-3'
              CGCG UCGC CGC GUUUCGCCG      GGUGC UCGACC GACCG   GUCG GCUGC GCC
              |||: |||| ||| |:|||||||      |:|:| ||:||| :||||   |||| ||||| :||
              GCGU AGCG GCG CGAAGCGGC      CUAUG AGUUGG UUGGC   CAGC CGACG UGG
    3'-GACAGCU    A        C         AGACAG     C      U     AGA          U   CCUUU...ACA-5'
             |                                                                |
             314                                                              251
bm
ulj 04199
             175                                                                                                         270
             |                                                                                                           |
5'-GGA...GGCGC                     C              U  UUCCA   UUA C      UC    CUGCU            CUC         CCCCC         AACCU...GCG-3'
              CCGUC CCGUUC    CUGCG UUCCUG UC  AUG CG     GCU   C UGUCGU  GUCG     UCCGU   CGUU    GUCU ACG     GGCCCCGUC
              |||:| |||::|    ||||: |:||:| ||  |:| ||     |||   | |||||:  ||||     ||||:   |:||    :||: |||     |||||||:|
              GGCGG GGCGGG    GACGU AGGGGC AG  UGC GC     CGA   G ACAGCG  CAGC     AGGCG   GUAA    UAGG UGC     CCGGGGCGG
3'-GAC...UUGCA     C      CUAU     A      C  CC   U  CUUG    C   A      UU    C         UAC    ACAA    C   UACUA         CACGU...ACA-5'
             |                                                                                                           |
             225                                                                                                         124
bm
ulj 02286
             210                                                 250
             |                                                   |
5'-GGC...GUCCA  CUG         C                  ACCC        C     CGCAA...UCG-3'
              GC   UC CCCCGC CUUU         UCCCG     UUUACCU  GCUU
              ||   || |||||| ||||         :||||     :||||||  :|||
              CG   AG GGGGCG GAAA         GGGGC     GAAUGGA  UGAA
3'-GAC...GCCGA  CG   U      C    AAAAACGAU     AUCUU       CA    UAGAC...ACA-5'
             |                                                   |
             79                                                  28
bm
ulj 02273
             78                                               127
             |                                                |
5'-GAA...ACGGU    C                CU          GCUC       G   GGGCG...UCC-3'
              GCUG UGGUCGGCGCGCUGAC  ACGUGCCGGC    GCGCUCG CCC
              ||:| |||:||||:|||||||  ||||||||||    ||||||: |||
              CGGC ACCGGCCGUGCGACUG  UGCACGGCCG    CGCGAGU GGG
3'-GAC...CGGUG                     C           A              GCGCG...ACA-5'
             |                                                |
             111                                              68
bm
ulj 01861
             208                                                    252
             |                                                      |
5'-CCG...AUCUA          GA             C     AA                UG   GCGCA...GCA-3'
              UCCGUG GCA        CCGACGA   UGG  CCGCC UGCA GCAGU  CGC
              ||||:: |||        |||||||   |||  ||||| |||| ||||:  |||
              AGGCGU CGU        GGCUGCU   ACC  GGCGG ACGU CGUCG  GCG
3'-GAC...CAGCC      A   AAACAAUA       ACU   GG     C    A     GU   GCACC...ACA-5'
             |                                                      |
             163                                                    108
bm
ulj 04344
             191                                                                                                  277
             |                                                                                                    |
5'-GCC...CCUCA   C   A    ACUUCACCCGU                   A       C             CC AU  A                    C       AGGGG...GCG-3'
              UCG UUC CAUG           UCCG           CCCG CCGUGCG UGC GCC CGCUG  G  CG CACGCUGAC  CGUGCCGGC GCGCUCG
              ||| |:| ||||           ||||           |||| ||||||: ||| ||| |||:|  |  || |||||||||  ||||||||| ||||||:
              AGC AGG GUAC           AGGC           GGGC GGCACGU ACG CGG GCGGC  C  GC GUGCGACUG  GCACGGCCG CGCGAGU
3'-GAC...CGUUC   C   C    GUAAACAAU      UGCUACUACCG                U   U     A  CG  C         CU         A       GGGGC...ACA-5'
             |                                                                                                    |
             167                                                                                                  71
bm
ulj 01878
             112                                                      163
             |                                                        |
5'-GCC...CGCGG                  G      G     CU   AGUGA       C       CCCGC...ACG-3'
              CGUUGCCGCCCGA  CUG G   CC GGUCG  CGA      GCUGCU GUCGUAA
              ||::|||||||||  ||| :   || |||||  |||      |||||| ||||:||
              GCGGCGGCGGGCU  GAC U   GG CCAGC  GCU      CGACGA CAGCGUU
3'-GAC...UGCAG             AU   G AAG  G     CU   GCCUUG      A       CAGCC...ACA-5'
             |                                                        |
             224                                                      167
bm
ulj 05356
             170                                                                          244
             |                                                                            |
5'-ACU...GCGAG      CAU     AUU      C       CAUG   UUG   A   U  UUGC     AUU             GCAAA...CAG-3'
              AGAGAC   UCCGU   UCGCUU   ACUGC    UCC   CCG UUG GA    CGACG   CGCUGCUUG CGC
              |:|:||   ||||:   :|||::   |||||    |||   ||| |:| ||    |||||   ||||||||| |||
              UUUUUG   AGGCG   GGCGGG   UGACG    AGG   GGC AGC CU    GCUGC   GCGACGAAC GCG
3'-GAC...CUACU      C       GC       CUA     UA           C               CUU         A   UUCAG...ACA-5'
             |                                                                            |
             233                                                                          169
bm
ulj 04705
             180                                                                                     258
             |                                                                                       |
5'-GCG...UCGCC   CCC     C   A  A                   ACC    GCAC  UCGCCCAA        CCAC   CC           CGCAA...CGC-3'
              CGC   GAGUU GUC CG CAUGC         CCGAC   AUGA    GC        CCCGCCGU    GCA  GCA CCGCGCC
              |||   :|||: ||| || |||||         |||||   ||||    ||        ||||||||    |||  ||| ||:||||
              GCG   UUCAG CAG GC GUACG         GGCUG   UACU    CG        GGGCGGCA    CGU  CGU GGUGCGG
3'-GAC...GAACA           C            UAAACAAUA     C      AC                           A    C       CACCG...ACA-5'
             |                                                                                       |
             173                                                                                     107
bm
ulj 00543
             161                                195
             |                                  |
5'-UCG...CACGU     ACA          CUUCCUC         CCAUC...GCA-3'
              GCGCU   CUCGCGCUUU       GC AUCCCG
              |||||   |:||||||||       || |:||||
              CGCGA   GGGCGCGAAA       CG UGGGGC
3'-GAC...GCCGA     GUG          AAAAA    A      AUCUU...ACA-5'
             |                                  |
             79                                 46
bm
ulj 01142
             206                                            252
             |                                              |
5'-AAC...UGCCC          AA     CCCGUC  CA       A   UC      GGCGC...UGA-3'
              GCGUU GCCC  UGCUU      GC  UGCCCUG AGA  CUUGCC
              |||:| :|||  :||||      ||  |:|||:| |||  |||:||
              CGCGA UGGG  GCGAA      CG  AUGGGGC UCU  GAAUGG
3'-GAC...GCCGA     G    GC     AAAAAA           A   U       ACAUG...ACA-5'
             |                                              |
             79                                             35
bm
ulj 00564
             42                                         80
             |                                          |
5'-GCG...GUGAC       G       CGUCCAU         CUC        GUCAU...UGC-3'
              GCUCACC UCGCGCU           UUCCG    GCUUGCC
              ||||||| :||||||           ::|||    :|||:||
              CGAGUGG GGCGCGA           GGGGC    UGAAUGG
3'-GAC...CGACG               AAAAAAACGAU     AUCU       ACAUG...ACA-5'
             |                                          |
             77                                         35
bm
ulj 01822
             239                                                                297
             |                                                                  |
5'-UUC...CGAUG                  A   GC      CG   C       C     G          CC    ACCG-3'
              CUGUCGACG     GCCG GGC  UCGCCG  CUG UCGAUGC    GC AAGCCG CUG  CGGC
              |||||||||     |||| |||  ||||||  ||| |||||:|    :| ||:||| |||  ||||
              GACAGCUGC     CGGC CCG  AGCGGC  GAC AGCUAUG    UG UUUGGC GAC  GCCG
           3'-         GUAAG    G   A       A            CAGU  G      A   A     ACGUU...ACA-5'
              |                                                                 |
              320                                                               258
bm
ulj 03956
             271                          300
             |                            |
5'-CCG...AAGGU          CUGAUCAC    UU    C-3'
              CACCCUGCGC        GCUG  CUGU
              |||||:||||        |||:  |:||
              GUGGGGCGCG        CGAU  GGCA
3'-GAC...CGCGA          AAAAAAAA    GG    UCUUG...ACA-5'
             |                            |
             74                           45
bm
ulj 00123
             263                                   300
             |                                     |
5'-ACC...UCUUC              CC  C   C      UA       -3'
              UUCGUCGCC CUCG  AU GCG UCCUCG  UCGGACG
              |:||:|||| |:||  |: ||: |||:||  |||||||
              AGGCGGCGG GGGC  UG CGU AGGGGC  AGCCUGC
3'-GAC...UUUGC         C    UA  A   A      C        UGCCU...ACA-5'
             |                                      |
             226                                    188
bm
ulj 02581
             94                                                     138
             |                                                      |
5'-UCG...CGACC    G      C   G            UU   C U    GU GC         CUACA...CGC-3'
              GCGC CGCCCU CGC           AU  CGU G ACUU  C   ACUUGUCU
              |||| |:|||: |||           |:  ||| | ||||  |   ||||:|||
              CGCG GUGGGG GCG           UG  GCA C UGAA  G   UGAAUAGA
3'-GAC...GCCGA    A      C   AAAAAAAACGA  GG   U U    UG ACA        CAAGA...ACA-5'
             |                                                      |
             79                                                     24
bm
ulj 02741
             216                            246
             |                              |
5'-CGG...CCGCA            CC    CCC UC  G   CUGCA...GCC-3'
              UCGCCCC CGCU  UUUU   G  AC CCG
              ||:|||| ||||  ||||   |  || |||
              AGUGGGG GCGA  AAAA   C  UG GGC
3'-GAC...ACGCG       C    AA    A   GA  G   AUCUU...ACA-5'
             |                              |
             75                             46
Fig. 34 : ncRNA(2)とターゲット mRNA の塩基対形成 (Copra RNA による予測) 
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bm
ulj 04790
             223                            243
             |                              |
5'-UAC...GUUUC    C                         GUUGG...CGU-3'
              GCGC UCGCCCUGU           CUGCC
              |||| ||:|||:|:           ||:||
              CGCG AGUGGGGCG           GAUGG
3'-GAC...GCCGA              CGAAAAAAAAC     GGCAU...ACA-5'
             |                              |
             79                             49
bm
ulj 04454
             163        174
             |          |
5'-CGC...CGAGC          CGAUG...UCU-3'
              GGCCCCGCCG
              ||||||||||
              CCGGGGCGGC
3'-GAC...UACUA          ACGUA...ACA-5'
             |          |
             134        123
bm
ulj 05523
             152                        176
             |                          |
5'-UCC...GAUCG              C           GCUUA...CCG-3'
              CCGCUGCCGCCCGG  CUGC  UCCC
              ||||:||||||||:  ||||  ||||
              GGCGGCGGCGGGCU  GACG  AGGG
3'-GAC...UUGCA              AU    UA    GCCAG...ACA-5'
             |                          |
             225                        198
bm
ulj 04786
             184                                                        243
             |                                                          |
5'-AAU...ACUCC     C   CGCCUC       ACCCUCUCGCUU           CGC       CU GCCGC...UCG-3'
              GCUCC GAU      GAUGUCC            GCCGCUGCCCG   GCUGCAU  C
              ||||| |||      :|:||||            |||||:|||||   :||||||  |
              CGAGG CUA      UUGCAGG            CGGCGGCGGGC   UGACGUA  G
3'-GAC...UUCGA     C   CUUUU                               UA        AG GGCCA...ACA-5'
             |                                                          |
             244                                                        199
bm
ulj 03185
             232                 252
             |                   |
5'-GGC...CGUGC     AA    A       CGCGA...GCC-3'
              CCGCG  UUCG CCGUCUG
              |||||  |||| |||||||
              GGCGC  AAGC GGCAGAC
3'-GAC...UAAGC     CG            AGCUA...ACA-5'
             |                   |
             306                 287
bm
ulj 02673
             86                             114
             |                              |
5'-GGG...UGUCG     U              C         UUGCG...UGC-3'
              CGCCG CCGCCCGAU C GC  UCCCCGGU
              ||||| ||||||||| | ||  ||||||||
              GCGGC GGCGGGCUA G CG  AGGGGCCA
3'-GAC...UGCAG               U A  UA        GCCUG...ACA-5'
             |                              |
             224                            194
bm
ulj 02501
             213             229
             |               |
5'-AUC...CCGCU               CCGGC...CGA-3'
              CGUCUGCCGCCGCUC
              ||||:||||||||:|
              GCAGGCGGCGGCGGG
3'-GAC...UUUUU               CUAUG...ACA-5'
             |               |
             228             212
bm
ulj 02401
             35                             65
             |                              |
5'-AUU...CGAAU                  GCCC  CG    UCUGC...UCC-3'
              UCGCCCCG GUUUUUUUU    GC  CUCC
              ||:||||| |:|||||||    ||  |:||
              AGUGGGGC CGAAAAAAA    CG  GGGG
3'-GAC...ACGCG        G         A     AU    CAUCU...ACA-5'
             |                              |
             75                             47
bm
ulj 05351
             167                                      202
             |                                        |
5'-CGG...UUCAA           GGG                     CG   UGGCC...CCG-3'
              UCGCCCCGCGC       UGU  CUCCGUGGAGCU  UCU
              ||:||||||||       ||:  |:||||:||:||  :||
              AGUGGGGCGCG       ACG  GGGGCAUCUUGA  GGA
3'-GAC...ACGCG           AAAAAAA   AU            AU   CAUGA...ACA-5'
             |                                        |
             75                                       34
bm
ulj 02256
             13                     34
             |                      |
5'-GCC...GAUCC         AACC         CGCUC...CGU-3'
              GUCCGACGA     GCCC GCC
              :||||||||     |||| |||
              UAGGCUGCU     CGGG CGG
3'-GAC...AACAA         ACUAC    G   CACGU...ACA-5'
             |                      |
             147                    124
bm
ulj 05644
             173                                               218
             |                                                 |
5'-CCG...UUCUC      CAG                 AU    A    C  U        UGCUG...GCC-3'
              GCAUUU   UAUUCGACGA    GGC  C CC UGCG GC GCCGCGCC
              ||||||   |||:||||||    |||  | || |||: || |||:||||
              CGUAAA   AUAGGCUGCU    CCG  G GG ACGU CG CGGUGCGG
3'-GAC...GCGUA      CA           ACUA   GG C  C    A  U        CACCG...ACA-5'
             |                                                 |
             156                                               107
bm
ulj 05036
             240                  259
             |                    |
5'-CGC...GGCCC                    CGAAC...CAA-3'
              CUGCCGCCGCCCG  GCUGC
              |:|||||||||||  :||||
              GGCGGCGGCGGGC  UGACG
3'-GAC...UUGCA             UA     UAAGG...ACA-5'
             |                    |
             225                  204
bm
ulj 04430
             207                             229
             |                               |
5'-CCA...GACCG         G                     UCGCC...CGC-3'
              GC CUCAUC CGCGC         CUGCCUC
              || ||||:| |||||         ||:||:|
              CG GAGUGG GCGCG         GAUGGGG
3'-GAC...GCCGA  C      G     AAAAAAAAC       CAUCU...ACA-5'
             |                               |
             79                              47
bm
ulj 00848
             123                                                         165
             |                                                           |
5'-ACA...UGCGU       G      G             G   UCGU  AU                   CCACC...UCA-3'
              CGC CAC CCGCGC           ACC CGU    CU  CCU       UCUGUUUUU
              ||| ||| ||||||           ||| |||    ||  |||       ||||||:||
              GCG GUG GGCGCG           UGG GCA    GA  GGA       AGACAAGAA
3'-GAC...CCGAC   A   G      AAAAAAAACGA   G   UCUU  AU   CAUGAAU         AAGUA...ACA-5'
             |                                                           |
             78                                                          18
bm
ulj 02124
             265         277
             |           |
5'-CCC...GAACG           UGACC...CCG-3'
              CGCCGCCGCCC
              |||||||||||
              GCGGCGGCGGG
3'-GAC...UGCAG           CUAUG...ACA-5'
             |           |
             224         212
bm
ulj 05262
             252                            282
             |                              |
5'-CGG...GACGA    C            C   ACCG     UCGAA...CCG-3'
              CGCC GCCGCCCG UGC GUA    UCCCG
              |||| |||||||| |:| |:|    :||||
              GCGG CGGCGGGC AUG CGU    GGGGC
3'-GAC...UGCAG             U   A   AA       CAGCC...ACA-5'
             |                              |
             224                            196
bm
ulj 02402
             222                             253
             |                               |
5'-GUU...CGACA           CAC     C G    G    ACGGC...CGC-3'
              CGCCGCCGCCC   GAU C G AUUC CCCG
              |||||||||||   ||| | | |||| ||||
              GCGGCGGCGGG   CUA G C UAAG GGGC
3'-GAC...UGCAG                 U A G         CAGCC...ACA-5'
             |                               |
             224                             196
bm
ulj 01139
             205                                     240
             |                                       |
5'-UCG...AUGAA           AU      U          C   U    ACCGC...CGC-3'
              UCCGUC CCGC      CU CAUUCUCCGG CGG CGGC
              ||||:| ||||      || |||||:|||| ||| ||:|
              AGGCGG GGCG      GA GUAAGGGGCC GCC GCUG
3'-GAC...UUUGC      C    GGCUAU  C          A   U    CCUUG...ACA-5'
             |                                       |
             226                                     186
bm
ulj 01712
             243                                                       288
             |                                                         |
5'-GCA...GGCCA    G   A       A            G U   CCU       G           CGCAA...UUG-3'
              CGCU AUC UCGCGCU        CUGCC C CGU    CUU CC     UUGUCUG
              |||| |:| :||||||        ||:|| | |||    ||| ||     ||:||||
              GCGA UGG GGCGCGA        GAUGG G GCA    GAA GG     AAUAGAC
3'-GAC...CCGAC    G           AAAAAAAC           UCUU   U  ACAUG       AAGAA...ACA-5'
             |                                                         |
             78                                                        23
bm
ulj 00269
             162                      186
             |                        |
5'-CAU...CUGCC           C  C         CAGAU...AUG-3'
              CGUUCGCCGCG GU  CGCCGUUU
              |:||||||||| |:  ||||||:|
              GUAAGCGGCGC CG  GCGGCAGA
3'-GAC...GCUGC              AA        CAGCU...ACA-5'
             |                        |
             312                      288
bm
ulj 00597
             183                           211
             |                             |
5'-CAA...UGACG             C  CA        G  ACCUC...CCG-3'
              CGCCGCCGCCCGA AC  UGC  UCC CC
              ||||||||||||| ||  |||  ||| ||
              GCGGCGGCGGGCU UG  ACG  AGG GG
3'-GAC...UGCAG             A       UA      CCAGC...ACA-5'
             |                             |
             224                           197
bm
ulj 00455
             231                               265
             |                                 |
5'-AAG...UUGCG         UC               C      CGCUG...GCC-3'
              AAACCGUCU  CGGCUGCAGCCGGAA AGCUGU
              |||||||||  ||||||||:|||||| |||||:
              UUUGGCAGA  GCCGACGUUGGCCUU UCGACG
3'-GAC...GUUGG         CA                      AGGCC...ACA-5'
             |                                 |
             274                               241
bm
ulj 01160
             185                            210
             |                              |
5'-AGG...CACCC         C                    AAAAA...CGC-3'
              UCUGCCGCC GCCCGAUG      UCUCCG
              ||:|||||| |||||||:      ||:|||
              AGGCGGCGG CGGGCUAU      AGGGGC
3'-GAC...UUUGC                  GACGUA      CAGCC...ACA-5'
             |                              |
             226                            196
bm
ulj 00006
             145                             177
             |                               |
5'-CGC...UCCCG         A    C   CC   UUC     AUGAA...UGC-3'
              ACCCCGCGC UUUU UUU  GCU   GCCCC
              ||||||||| |||| |||  |||   :||||
              UGGGGCGCG AAAA AAA  CGA   UGGGG
3'-GAC...GCGAG              A                CAUCU...ACA-5'
             |                               |
             73                              47
bm
ulj 04698
             229              245
             |                |
5'-CGC...UGGCA                GAACG...ACG-3'
              CCCGAUGCUGCAU CC
              ||||||:|||||| ||
              GGGCUAUGACGUA GG
3'-GAC...GCGGC             A  GGCCA...ACA-5'
             |                |
             216              199
bm
ulj 05256
             122         134
             |           |
5'-GGC...CAUUC           UUGAA...UCG-3'
              CCGCCGCCGUC
              |||||||||:|
              GGCGGCGGCGG
3'-GAC...UUGCA           GCUAU...ACA-5'
             |           |
             225         213
bm
ulj 01003
             74                  94
             |                   |
5'-CAG...CGCCG    G              CGGCU...GCU-3'
              ACGU CUGCCGCUGCCCGA
              |||| |:|||||:||||||
              UGCA GGCGGCGGCGGGCU
3'-GAC...UUUUU                   AUGAC...ACA-5'
             |                   |
             229                 210
Fig. 34 続き 
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bm
ulj 04194
             177                          198
             |                            |
5'-AGA...CCUGA        U                   UCCAU...CCG-3'
              CCGCCGCC GCCCG     GC   CCCC
              |||||||| |||||     ||   ||||
              GGCGGCGG CGGGC     CG   GGGG
3'-GAC...UUGCA              UAUGA  UAA    CCAGC...ACA-5'
             |                            |
             225                          197
bm
ulj 00373
             281                 300
             |                   |
5'-CCG...AUCUC                   U-3'
              GAAACG CCGCUGUCGCUC
              :||||| ||||:|:|||:|
              UUUUGC GGCGGCGGCGGG
3'-GAC...UACUU      A            CUAUG...ACA-5'
             |                   |
             232                 212
bm
ulj 01106
             146                       163
             |                         |
5'-CCG...GGGCG                         GCCAA...UCG-3'
              CGCCGCCGCCCG         UCCC
              ||||||||||||         ||||
              GCGGCGGCGGGC         AGGG
3'-GAC...UGCAG            UAUGACGUA    GCCAG...ACA-5'
             |                         |
             224                       198
bm
ulj 04754
             14                               46
             |                                |
5'-GCG...GAUCG    AAC        CG ACC   CA      GCCAU...UCG-3'
              CGCC   CCGCCCGA  C   GCG   CCCGG
              ||||   ||||||||  |   ||:   |||||
              GCGG   GGCGGGCU  G   CGU   GGGCC
3'-GAC...UGCAG    C          AU A     AAG     AGCCU...ACA-5'
             |                                |
             224                              195
bm
ulj 02175
             80                            106
             |                             |
5'-GAC...GGGCG        U      C G           CACAU...AUC-3'
              CCGCCGCC CCUGAU C     UCCCCGG
              |||||||| ||:||| |     |||||||
              GGCGGCGG GGGCUA G     AGGGGCC
3'-GAC...UUGCA        C      U ACGUA       AGCCU...ACA-5'
             |                             |
             225                           195
bm
ulj 00434
             213                                         255
             |                                           |
5'-CAC...GUCCA     UCCCCCUCCCUCAGC       AC      UCG     AUCGC...GCC-3'
              CCGCC               GCCGCCC    CUGC   CCCCG
              |||||               |||||||    ||||   |||||
              GGCGG               CGGCGGG    GACG   GGGGC
3'-GAC...UUGCA                           CUAU    UAA     CAGCC...ACA-5'
             |                                           |
             225                                         196
bm
ulj 02192
             20                   40
             |                    |
5'-CUU...AUCUG        U     C     CGCGG...UCG-3'
              CUGCCGCC CCCGA AC GC
              |:|||||| ||||| || ||
              GGCGGCGG GGGCU UG CG
3'-GAC...UUGCA        C     A  A  UAAGG...ACA-5'
             |                    |
             225                  204
bm
ulj 01864
             250                                        293
             |                                          |
5'-CGA...GCCCC     CCGUUUUUCCC      U        GAUUU      GCCGGGCG-3'
              GCUCC           CGUCCG CCGCCGCC     CGAUGC
              |||||           |||||| ||||||||     ||||:|
              CGAGG           GCAGGC GGCGGCGG     GCUAUG
3'-GAC...UUCGA     CCUACUUUUUU                          ACGUA...ACA-5'
             |                                          |
             244                                        207
bm
ulj 05528
             212                            243
             |                              |
5'-CGC...GUUCG    AC         UCCC   U UC    GCCUC...UGA-3'
              CCGC  CGCCGCCCG    GCU C  UCCC
              ||||  |||||||||    :|| |  ||||
              GGCG  GCGGCGGGC    UGA G  AGGG
3'-GAC...UUGCA               UA     C UA    GCCAG...ACA-5'
             |                              |
             225                            198
bm
ulj 00151
             101                  122
             |                    |
5'-CCG...CCGCG          CC        GGCGA...ACG-3'
              CUGAUGAUGG  GGCCCCGC
              |:||:||||:  ||||||||
              GGCUGCUACU  CCGGGGCG
3'-GAC...CAAUA          A         GCACG...ACA-5'
             |                    |
             145                  125
bm
ulj 02839
             242                            267
             |                              |
5'-GAG...UCGCC     C      U                 GCGGU...GCG-3'
              GCUCC    GAA    CGUCCGCCGCCGUC
              |||||    |||    ||||||||||||:|
              CGAGG    CUU    GCAGGCGGCGGCGG
3'-GAC...UUCGA     CCUA   UUUU              GCUAU...ACA-5'
             |                              |
             244                            213
bm
ulj 01920
             182                    201
             |                      |
5'-AUC...CAUUC         A            AUGUC...CGA-3'
              AUCUGACGG     GUUCUGCC
              |||:||||:     |::|:|||
              UAGGCUGCU     CGGGGCGG
3'-GAC...AACAA         ACUAC        CACGU...ACA-5'
             |                      |
             147                    124
bm
ulj 03971
             114                              147
             |                                |
5'-AAG...GGCAU     AAU    A    A         A    CCGUG...AGC-3'
              GGUCU   GCCG UGCA GCGGCCGCG CCGU
              ||:|:   |||| |||| ||:|||:|| ||||
              CCGGG   CGGC ACGU CGUCGGUGC GGCA
3'-GAC...UACUA     G           A              CCGGC...ACA-5'
             |                                |
             134                              105
bm
ulj 03197
             268                    290
             |                      |
5'-GCU...GGCGC       UG    C        CGAAG...CGU-3'
              AUCCGAC   GAU GUCUCGCC
              |||||||   ||| |:|:||||
              UAGGCUG   CUA CGGGGCGG
3'-GAC...AACAA       CUA   C        CACGU...ACA-5'
             |                      |
             147                    124
bm
ulj 01714
             226                        250
             |                          |
5'-UGA...UACAA              ACG         CGUAU...CGC-3'
              GCCGCUGCCCGAUG      UCCUCG
              |||||:|||||||:      |||:||
              CGGCGGCGGGCUAU      AGGGGC
3'-GAC...GCAGG              GACGUA      CAGCC...ACA-5'
             |                          |
             223                        196
bm
ulj 04415
             229                                                   277
             |                                                     |
5'-CGG...CGCGA U  AA U G        CC        UU  U    U         UC    CCGCC...ACA-3'
              G CG  C C CCGCGCUU     UGCUG  CC   GA C UGCCUGU  GCUU
              | ||  | | ||||||||     ||||:  ||   || | |:|||||  :|||
              C GC  G G GGCGCGAA     ACGAU  GG   CU G AUGGACA  UGAA
3'-GAC...GCCGA    GA U G        AAAAA     GG  CAU  U A             UAGAC...ACA-5'
             |                                                     |
             79                                                    28
bm
ulj 00124
             140           154
             |             |
5'-AGA...UUUUU             UGAGA...UCG-3'
              UCCGCUGCCGCCC
              |||||:|||||||
              AGGCGGCGGCGGG
3'-GAC...UUUGC             CUAUG...ACA-5'
             |             |
             226           212
bm
ulj 01121
             161                                                             214
             |                                                               |
5'-GUG...ACCGC     G                       A   C     AG AACGA GA             GCCCC...GCG-3'
              GCGCU AUCCCGCGC        GC  CC CCG AGAAC  G     C  UGCU AUUUGUUC
              ||||| |:|||||||        ||  || ||| |||||  :     |  |:|| ||:|||||
              CGCGA UGGGGCGCG        CG  GG GGC UCUUG  U     G  AUGA UAGACAAG
3'-GAC...GCCGA     G         AAAAAAAA  AU      A     AA G     AC    A        AAAAG...ACA-5'
             |                                                               |
             79                                                              20
bm
ulj 00565
             14                                        56
             |                                         |
5'-GUG...GUGAA       A       G  C U     CGGA           UCGCG...GCG-3'
              GAUGGUG GCCUCGC CG G CGUGC    AGCCGCGCUGU
              ||||:|| |||:||| || | |:|||    ||||:|||:||
              CUACUAC CGGGGCG GC C GUACG    UCGGUGCGGCA
3'-GAC...GGCUG                  A                      CCGGC...ACA-5'
             |                                         |
             140                                       105
bm
ulj 04301
             201      210
             |        |
5'-CCU...CACAA        AAUCA...UCG-3'
              UGCAUUCC
              ||||||||
              ACGUAAGG
3'-GAC...CUAUG        GGCCA...ACA-5'
             |        |
             208      199
bm
ulj 06118
             275                       298
             |                         |
5'-CGC...CCGGC                         GUC-3'
              CCGCUGCUGCCCGAUGCU   UUCC
              ||||:||:|||||||:||   ||||
              GGCGGCGGCGGGCUAUGA   AAGG
3'-GAC...UUGCA                  CGU    GGCCA...ACA-5'
             |                         |
             225                       199
bm
ulj 01013
             213          226
             |            |
5'-GUC...CUUUU            UGUUC...CCG-3'
              CGUUCACCCUGC
              ||:||||||:||
              GCGAGUGGGGCG
3'-GAC...CCGAC            CGAAA...ACA-5'
             |            |
             78           65
bm
ulj 00505
             224                 244
             |                   |
5'-GGG...CCGCC      GAA          AGGGC...CGA-3'
              GACGUC   GCCGCCGCCC
              :|||||   ||||||||||
              UUGCAG   CGGCGGCGGG
3'-GAC...CUUUU      G            CUAUG...ACA-5'
             |                   |
             230                 212
bm
ulj 04944
             205                                                                 263
             |                                                                   |
5'-CGG...AUGAC     CGUUG    A   CCGCACC                     C    CA        CG    CGCUC...UGU-3'
              CGCUC     CCCG CGC        GCU UCC    GAACU GCC   GC  AUCUGUUU   UCA
              |||||     |||| |||        ||| :||    ||||| :||   :|  |||||||:   |||
              GCGAG     GGGC GCG        CGA GGG    CUUGA UGG   UG  UAGACAAG   AGU
3'-GAC...CCGAC     UG           AAAAAAAA   U   GCAU     A   ACA  AA        AAA   AAAAA...ACA-5'
             |                                                                   |
             78                                                                  14
bm
ulj 04417
             207                  226
             |                    |
5'-UUU...GUCCA         CC         AGGUC...GCG-3'
              GCUAUCCCG    GCUUACC
              ||||:||||    :||||||
              CGAUGGGGC    UGAAUGG
3'-GAC...AAAAA         AUCU       ACAUG...ACA-5'
             |                    |
             56                   35
bm
ulj 00785
             210                  226
             |                    |
5'-GGC...CCUUC     AC             UCGGC...UCG-3'
              CCGAC       GCCCCGCC
              |||||       ||||||||
              GGCUG       CGGGGCGG
3'-GAC...CAAUA     CUACUAC        CACGU...ACA-5'
             |                    |
             145                  124
bm
ulj 02476
             167                          195
             |                            |
5'-AGC...GCAUC  A     CAUC     C          GCUAU...UGC-3'
              CC CCGCC    CCCGA GCUGCAU CC
              || |||||    ||||| :|||||| ||
              GG GGCGG    GGGCU UGACGUA GG
3'-GAC...UUGCA  C     C        A       A  GGCCA...ACA-5'
             |                            |
             225                          199
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bm
ulj 03597
             232                251
             |                  |
5'-GGC...CACGC             A    CGCGG...CGC-3'
              GAACGUCUGCCGC GCCC
              :||||||:||||| ||||
              UUUGCAGGCGGCG CGGG
3'-GAC...ACUUU             G    CUAUG...ACA-5'
             |                  |
             231                212
bm
ulj 00698
             176                                                               239
             |                                                                 |
5'-CUC...CGUCC         GAUAU    AUUCCGA    GCAAGAAGCCGUC      CAAAG       C    CACCC...UGG-3'
              CGCUCACCC     CGCG        UGC             CCCCGU       ACCUG UGCU
              |||||||||     ||||        |||             ||||||       ||||| |:||
              GCGAGUGGG     GCGC        ACG             GGGGCA       UGGAC AUGA
3'-GAC...CCGAC                  GAAAAAAA   AU                 UCUUGAA          AUAGA...ACA-5'
             |                                                                 |
             78                                                                29
bm
ulj 02457
             81                           110
             |                            |
5'-CGC...CUGAA      G       ACC           AUGCC...AUG-3'
              CGCCGC CGCCCGA   UGCUGCGUUUC
              |||||| |||||||   |:||||:||:|
              GCGGCG GCGGGCU   AUGACGUAAGG
3'-GAC...UGCAG                            GGCCA...ACA-5'
             |                            |
             224                          199
bm
ulj 00808
             271               289
             |                 |
5'-CCG...GCGCC    G            CCGUC...CGG-3'
              CGUC CGCCGCCGCCUG
              |||| ||||||||||:|
              GCAG GCGGCGGCGGGC
3'-GAC...UUUUU                 UAUGA...ACA-5'
             |                 |
             228               211
bm
ulj 02729
             176                     200
             |                       |
5'-ACG...UGGCC       AC  GGAC        CGUGA...AUC-3'
              CCGACGA  GA    GCUCCGCC
              |||||||  ||    ||:|||||
              GGCUGCU  CU    CGGGGCGG
3'-GAC...CAAUA       A   AC          CACGU...ACA-5'
             |                       |
             145                     124
bm
ulj 04785
             216                                                             276
             |                                                               |
5'-CCG...ACCGC    CCA    A  U   CCGUCUUC    G A   CUCAU G          G         AUGGA...UCA-3'
              GCGC   GCCC UG CGC         CUA C CCG     C UUGCCUGUGC    UUGUUC
              ||||   :||| :| |||         ||| | |||     | ||:|||||:|    :|||||
              CGCG   UGGG GC GCG         GAU G GGC     G AAUGGACAUG    GACAAG
3'-GAC...GCCGA    AG            AAAAAAAAC   G     AUCUU            AAUA      AAAAG...ACA-5'
             |                                                               |
             79                                                              20
bm
ulj 01204
             197                216
             |                  |
5'-CUU...UGGAG          AA      AUCGA...UCG-3'
              CCGAUGAUGA  GCCCUG
              ||||:|||||  ||||:|
              GGCUGCUACU  CGGGGC
3'-GAC...CAAUA          AC      GGCAC...ACA-5'
             |                  |
             145                126
bm
ulj 00110
             222                       247
             |                         |
5'-CGC...CGCUU       UUCUUC            CACGC...ACG-3'
              CCCCGUC       CGGCCGCGCCG
              |||||:|       |:|||:|||||
              GGGGCGG       GUCGGUGCGGC
3'-GAC...CUACC       CACGUAC           ACCGG...ACA-5'
             |                         |
             132                       106
bm
ulj 00139
             135                                        172
             |                                          |
5'-CCG...ACCGA     C                  ACAAUUC           UUCAA...CCG-3'
              UGCUG GCUGCGC CACUCC UGU           GCCCUGU
              |||:| ||||||| |||:|| :|:           :|||:||
              ACGGC CGACGCG GUGGGG GCG           UGGGGCA
3'-GAC...GCUGC             A      C   AAAAAAAACGA       UCUUG...ACA-5'
             |                                          |
             87                                         45
bm
ulj 00482
             148              165
             |                |
5'-UGG...CCGCU  C          UA AAUGC...AUU-3'
              GC GUUCGCCCCG  C
              || |:||:|||||  |
              CG CGAGUGGGGC  G
3'-GAC...GCCGA             GC AAAAA...ACA-5'
             |                |
             79               63
bm
ulj 03034
             213          225
             |            |
5'-GCU...CGAGA            ACGCA...CCG-3'
              CCGCCGCC CCC
              |||||||| |||
              GGCGGCGG GGG
3'-GAC...UUGCA        C   CUAUG...ACA-5'
             |            |
             225          212
bm
ulj 04198
             244                               277
             |                                 |
5'-GUC...UCGAU       G  A    GUUCCC      AAU   AAGCC...UGC-3'
              GCUCGCC CG CGCU       GCUGC   CCG
              ||||:|| || ||||       |||:|   |||
              CGAGUGG GC GCGA       CGAUG   GGC
3'-GAC...CGACG       G       AAAAAAA     G     AUCUU...ACA-5'
             |                                 |
             77                                46
bm
ulj 02295
             215                       240
             |                         |
5'-UGG...UGUUU               UG        UGUCG...CGG-3'
              GACCGUCUG CGGCU  GCAACCGG
              :|||||||| |||||  ||||||||
              UUGGCAGAC GCCGA  CGUUGGCC
3'-GAC...UUGGU         A               UUUCG...ACA-5'
             |                         |
             273                       249
bm
ulj 02659
             35                                                          91
             |                                                           |
5'-CCG...ACAAG    U   G    AC       CA     C   UG      C       A         GCUAC...CGA-3'
              CCGC CGC GCCC  UAC GCG   CCUG UCG  C ACGG GCGCUGC UG CGCAAG
              |||| ||| ||||  ||| ||:   ||:| |||  | |||| :|||||| || ||||||
              GGCG GCG CGGG  AUG CGU   GGGC AGC  G UGCC UGCGACG AC GCGUUC
3'-GAC...UUGCA        G    CU   A   AAG    C   CU C    U       A  A      AGCCA...ACA-5'
             |                                                           |
             225                                                         166
bm
ulj 02245
             127          140
             |            |
5'-CUG...CGAUC            CGGCC...ACG-3'
              CCGCCGCCGCCC
              ||||||||||||
              GGCGGCGGCGGG
3'-GAC...UUGCA            CUAUG...ACA-5'
             |            |
             225          212
bm
ulj 05231
             221              238
             |                |
5'-ACG...CCGCA      CAG       AGUUG...AUA-3'
              UCCGCC   GCCGCCC
              ||||||   |||||||
              AGGCGG   CGGCGGG
3'-GAC...UUUGC                CUAUG...ACA-5'
             |                |
             226              212
bm
ulj 01163
             253              270
             |                |
5'-CGG...GCUGC    G           AAUUC...CGC-3'
              CGUC CGCCGCUGCCC
              |||| ||||||:||||
              GCAG GCGGCGGCGGG
3'-GAC...UUUUU                CUAUG...ACA-5'
             |                |
             228              212
bm
ulj 01054
             155                                         188
             |                                           |
5'-AGA...CGUCC    A          AA               AC     C   GAUUC...UCG-3'
              GCGC  ACCUCGCGC           GCCCCG   GACU ACC
              ||||  |||:|||||           :|||||   :||| |||
              CGCG  UGGGGCGCG           UGGGGC   UUGA UGG
3'-GAC...GCCGA    AG         AAAAAAAACGA      AUC    A   ACAUG...ACA-5'
             |                                           |
             79                                          35
bm
ulj 02664
             230                       256
             |                         |
5'-CAU...UCCUC    A     U     A        CGCCG...GCC-3'
              GUCG GCUGC GACCG AGAGCUGC
              |||| ||||| :|||| |:||||||
              CAGC CGACG UUGGC UUUCGACG
3'-GAC...GCAGA                C        AGGCC...ACA-5'
             |                         |
             265                       241
bm
ulj 05705
             166     174
             |       |
5'-CGU...CGCUU       GAGCG...UCG-3'
              UCGCCCC
              ||:||||
              AGUGGGG
3'-GAC...ACGCG       CGCGA...ACA-5'
             |       |
             75      67
bm
ulj 02511
             189                      214
             |                        |
5'-CCG...UCACC       UCC     CUCA     AACCC...UGG-3'
              GUCCGAU   GAUGA    UCCGC
              :|||||:   |||||    :||||
              UAGGCUG   CUACU    GGGCG
3'-GAC...AACAA               ACCG     GCACG...ACA-5'
             |                        |
             147                      125
bm
ulj 01836
             193                                                    244
             |                                                      |
5'-CGG...GUUCC    U  A     U   AU   G            C   U  UUU         CGGCC...UCA-3'
              GUCU UC  UGCU CGA  CUG GUUCCC  GUCG  CG CG   CGCUGCUUG
              |||: :|  :||: |||  ||| :|||||  ||||  || ||   |||||||||
              CAGG GG  GCGG GCU  GAC UAAGGG  CAGC  GC GC   GCGACGAAC
3'-GAC...UUUUG    C  CG        AU   G      GC    CU  U  CUU         AGCGU...ACA-5'
             |                                                      |
             227                                                    173
bm
ulj 05072
             184                                                            246
             |                                                              |
5'-CGA...CGCAU    G     UC       G   AC    CU  U  CC        C      CUC      ACCGG...UCC-3'
              CCGC GCUCG  AC GCAU CUC  GUCG  CG CG  GCGUUGUU GUCGCG   UGGUCC
              |||| ||:||  || |||| |:|  ||||  || ||  :||:||:| |||||:   :|||||
              GGCG CGGGC  UG CGUA GGG  CAGC  GC GC  UGCGACGA CAGCGU   GCCAGG
3'-GAC...CAGGC    G     UA  A    A   GC    CU  U  CU        A      UCA      CGUAC...ACA-5'
             |                                                              |
             222                                                            159
bm
ulj 02765
             177                                       217
             |                                         |
5'-ACU...GCGCU      C           A   CCGAUGACC       A  AUUCC...CCG-3'
              GCCGGC GCGC  GCCCC CGC         GCUGCCC CG
              |||||| ||||  :|||| |||         |||:||| ||
              CGGCCG CGCG  UGGGG GCG         CGAUGGG GC
3'-GAC...CUGCA      A    AG     C   AAAAAAAA           AUCUU...ACA-5'
             |                                         |
             86                                        46
bm
ulj 01790
             108                       134
             |                         |
5'-GCA...AGCGA     A    G              GAGGU...AAG-3'
              UGCCG CCGC UGAUGCUGCAUUUC
              :|||| |||| :|||:|||||||:|
              GCGGC GGCG GCUAUGACGUAAGG
3'-GAC...UGCAG          G              GGCCA...ACA-5'
             |                         |
             224                       199
bm
ulj 00336
             189                         217
             |                           |
5'-GCG...UUCCC     UUUC       C ACA      CCGAA...CGA-3'
              GUCCG    CGAUGAU G   CCCGCC
              :||||    ||||||| |   ||||||
              UAGGC    GCUACUA C   GGGCGG
3'-GAC...AACAA     U          C G        CACGU...ACA-5'
             |                           |
             147                         124
bm
ulj 0486
             252          265
             |            |
5'-AUU...GCACA   U        ACCCG...GUU-3'
              GCU CAUUCCCC
              :|| ||||||||
              UGA GUAAGGGG
3'-GAC...GGCUA   C        CCAGC...ACA-5'
             |            |
             210          197
bm
ulj 05379
             263             279
             |               |
5'-CGG...GCGCA            G  CCCGA...AGC-3'
              UGCAAGUCGGUC GC
              :||||||||||| ||
              GCGUUCAGCCAG CG
3'-GAC...GAACA            G  UACGU...ACA-5'
             |               |
             173             157
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Fig. 35 : ncRNA (2)及びターゲット mRNA 各々の塩基対形成箇所 (Copra RNA による予測) 
Fig. 36 : ncRNA (2)の推定結合箇所 
外側の青は左向きの遺伝子、内側の赤は右向きの遺伝子、緑は rRNA を示す。 
遺伝子から突き出した棒は、Copra RNA で示された推定 ncRNA (2)の結合個所を示す。 
ncRNA(2) 
 Chr.1 
344842 bp 
69 箇所  
 
 
Chr.2 
2473162 bp 
29 箇所  
Chr.3 
919805 bp 
2 箇所  
pTGL1 
167422 bp 
0 箇所  
69 / 344842  :  29 / 2473162  :  2 / 919805  ≒  2.0  :  1.1  :  0.22  
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1-4 考察  
本章では、まず DF1 株を対象として TSS 解析を実施した。得られたリードには由来不明
なリードが多く存在し、また rRNA の除去が不完全であったことを意味する結果であった。
今後 TSS 解析を実施する上では、rRNA の除去キットを使用する、由来不明のリードの由来
を明らかにした上でこれの混入を防ぐ手だてを講じるなど、利用可能なリードの割合を上昇
させることが望まれる。しかし、今回得られた 5.4 万本のリードだけでも、5 本以上のリード
が観察された転写開始点は 1,290 個、2 本以上のリードが観察された転写開始点は 5,377 個あ
り、ATCC 17616 株の全遺伝子数が推定 6,311 であることを考慮すると、ATCC 17616 株の主
要な転写開始点の多くを明らかにできたと考えられる。これらの転写開始点に関する情報は、
ATCC 17616 株を対象とした研究を実施する上で有用なデータである。さらに、今後、野生
株を用いた TSS 解析を行い、fur の破壊により特異的に転写量が増加した遺伝子の転写開始
点上流の配列を解析することで、Fur を介した転写機構に関する重要な知見が得られると期
待できる。RNA-seq 解析においても発現解析の実施には十分量のリード数が得られたと考え
ている。しかし、TSS 解析と同様に大量の rRNA の混入及び、由来が不明なリードが得られ
ており、より効率的な解析のためには、上記と同様の手立てを講じる必要がある。 
 
1-4-1. プロモーター領域の解析  
主に大腸菌の研究から、原核生物の遺伝子上流には、RNA ポリメラーゼの結合に必要な短
いコンセンサス配列(-10 box TATAAT、-35 box TTGACA、転写開始点のプリン塩基)がよく保
存されていると考えられている。しかし、例外も多く、プロモーター構造は細菌種によって
共通性と特殊性があると思われる。本研究では、ATCC 17616 株の転写開始点(+1)がプリン塩
基である割合が 62.5%という結果が出たが、この値は大腸菌の 93%と比べてかなり低い。ま
た、転写開始点の一塩基上流がピリミジン塩基である割合は 82.5%であった。このように、
本株の転写開始点付近の配列特性は大腸菌とは異なることが示唆された。 
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1-4-2. Fur が直接支配下に置く遺伝子の転写開始点と Fur-box の相対的な位置関
係  
本章の解析で、6 箇所の Fur-box のすぐ下流あるいは内部に転写開始点を見出すことがで
きた。また、先行研究でのマイクロアレイ解析から、これら領域支配下の遺伝子の転写量が
DF1 株で増加したことが示されている。このことから Fur-box は Fur を介した転写調機構節
において重要な役割を担っていることはほぼ間違いないと考えられる。 
これら 6 箇所の Fur-box の下流には細胞内の鉄恒常性維持に関与すると推測される遺伝子
が存在していた。その中で、siderophore receptor をコードするとアノテートされた遺伝子は、
オルニバクチン型シデロフォアの鉄複合体の取り込みに重要な役割を担っていると推定され
る。この他にも、本株の Fur 制御下遺伝子にはシデロフォア受容体をコードすると推定され
る遺伝子が 4 遺伝子ある。多くのグラム陰性細菌は、効率的に環境中の鉄を獲得するために、
自身では合成できないシデロフォアをも取り込み利用する機構を有しており、本株も同様で
あると示唆される。 
本研究で Fur 支配であることが明らかになった遺伝子がコードする OrbS は、ピオペルジ
ン生合成に関わる ECF シグマ因子である PvdS のオーソログであり、P. aeruginosa PAO1 の
PvdS はシデロフォア生合成だけではなく様々な病原因子生産に必須であることが明らかに
なっている (Beare et al., 2003 : Lamont et al., 2002 : Visca et al., 2002)。ATCC 17616 株の OrbS
もシデロフォア生合成以外に多様な機能を保持している可能性もあり、Fur を介した細胞恒
常性維持に深く関与しているかもしれない。 
その他、fecI は大腸菌において、クエン酸-鉄の輸送に必要な遺伝子として知られている。
ATCC 17616 株の fecI の下流には鉄と結合する膜タンパク質をコードすると予想される遺伝
子を保持していた。また、Bfd は鉄貯蔵タンパク質である Bfr から鉄を遊離させる機能を有
しており、細胞内の鉄恒常性維持において重要な役割を担っていると考えられる。ATCC 
17616 株は一つの推定 bfd と二つの推定 bfr 構造遺伝子を持っている。このように、Fur 制御
下の遺伝子として鉄関連遺伝子が多く同定される一方で、DF1 株において転写量が大きく増
加した hemP は機能未知遺伝子である。hemP の機能解析は第 2 章で実施した。 
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1-4-3. 推定 ncRNA について  
本研究の TSS 解析と RNA-seq 解析で、Fur によって発現が調節される 2 つの推定 ncRNA
を見出した。本株で Fur により転写活性化される遺伝子は、Fur が負に制御するこれら推定
ncRNA を介して、見かけ上転写が活性化されている可能性が考えられる。今回同定された 2
つの推定 ncRNA のうち、ncRNA (1)は、tRNA と mRNA の両方の構造を併せ持つ tmRNA 
(Himeno et al., 1997)であることが示唆された。ROS などにより mRNA が損傷を受け、末端が
切り捨てられるとリボソームが mRNA 上で stall し、正しいタンパク質が生成されない。ま
た、正常なタンパク質を合成するためのリボソームも不足する。tmRNA は、このような損傷
mRNA 上で stall したリボソームを損傷 mRNA から引き離し、リサイクルする役割を担って
いる(Himeno et al 2014)。Fur が不在だと細胞内の鉄イオン濃度が高まり、フェントン反応で
発生した ROS が DNA や RNA を損傷させることから、DF1 株で tmRNA の発現が上昇するこ
と、すなわち、tmRNAの発現が Furによって転写抑制を受けていることは理にかなっている。
実際、FURTA 法で Fur が ncRNA(1)上流に結合することが実験的に示された。また、定量
RT-PCR でも、Fur が ncRNA(1)の転写を抑制していることが示された。しかし、プロモータ
ー活性が鉄濃度依存的に変動することはなかった (Fig. 1-20)。このことは、ncRNA(1)の転写
には、Fur 以外の転写制御因子も関与している可能性を示唆している。 
一方、ncRNA (2)は大腸菌における ryhB と同様に、ターゲット遺伝子の mRNA と対合して
その発現を抑制する sRNA として機能している可能性が高い。バイオインフォマティクスに
よるアプローチから、Bcc 属細菌 B. cenocepacia J2315 株において 213 の ncRNA が推定され
たが、実際に発現が確認されたのは、そのうちわずか 4 つのみであった(Coenye et al. 2007)。
そして、現在までに Bcc 群細菌で機能が明らかになった sRNA は J2315 株で同定された h2cR
と MtvR のみである(Fazli et al. 2014)。H2cR は Hfq2 の翻訳阻害として機能していることが、
MtvR は生育や swimming、swarming、biofilm 形成に深く関与しているグローバルレギュレー
タであることが明らかとなっている。このような機能性 ncRNA は類縁性の高い細菌株間で
あっても相同性が低い場合があり、相同性を元に sRNA 領域を推定することは難しく、菌株
ごとに網羅的な解析を実施する必要がある。実際、h2cR や MtvR と ncRNA(2)との間で有意
な相同性は見られなかった。このように、本研究で実施した TSS 解析や RNA-seq は、機能
性 ncRNA を探索する上でも有効な手段であると言える。また、ncRNA(2)破壊株の RNA-seq
で転写量が変動する遺伝子を網羅的に同定するなどの方法で、ncRNA(2)の機能解明が可能で
ある。 
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第 2 章 Fur で転写制御される機能未知遺伝子 hemPの解析 
 
2-1 緒言 
	 腸内細菌 Yersinia enterocolitica において、ヘム鉄取り込み系遺伝子群 hemPRSTUV
はオペロンとして存在し、hemP 上流に存在する Fur-box を介して Fur により転写制
御されている(Stojilkovic et al., 1992)。一方、ATCC 17616 株及びその近縁種において、
hemPと hemRSTUVホモログである hmuRSTUVはゲノム上の離れた位置に存在してい
る (Fig. 2-1)。また、本株の hemP と hmuR のいずれの上流域にも Fur-box が存在し、
これら配列に Fur が結合することがゲルシフトアッセイにより示されている(湯原
2008)。このことから、本株の hemP と hmuR はそれぞれが独立して Fur に転写制御さ
れていると考えられる。 
	 広範な細菌に存在する hemP ホモログの機能については長らく不明であったが、近
年、Sinorhizobium meliloti 及び Bradyrhizobium japonicum において hemP のホモログで
ある hmuP の破壊株が作製・解析され、その機能が明らかになりつつある。S. meliloti
において、hmuP 破壊株はヘム鉄を唯一鉄源とする培地で生育できなくなった。また、
本破壊株では、hmuP から約 36 kb 離れて存在する outer membrane heme receptor をコ
ードする shmR (Fig. 2-1)の転写量が低下し、HmuP が shmR の転写調節に関与してい
ることが示された(Amarelle et al., 2010)。しかし HmuP による転写調節が直接的であ
るか間接的であるかは不明である。一方、B. japonicum においても、その hmuP 破壊
株はヘム鉄を唯一鉄源とする培地で生育できず、hmuP の直上流にある outer 
membrane heme receptor をコードする hmuR の転写量も減少した。さらに、cross-linking 
and immunoprecipitation (CLIP)法によりHmuPがhmuR上流域に結合することが示され、
HmuP は 直 接 的 に 転 写 調 節 に 関 与 し て い る こ と が 明 ら か と な っ た
(Escamilla-Hernandez and O’Brian., 2012)。しかし、HmuP の結合領域は示されていない。 
	 また、これら S. meliloti の shmR と B. japonicum の hmuR は、Fur の機能的ホモログ
によって直接的に転写制御を受けていることが判明しているが、HmuP と Fur との関
連性は不明である。また HmuP とヘム鉄の相互作用に関する実験的報告例はない。そ
こで、本章では ATCC 17616 株の hemP の転写機構及び hmuR との関連性解明に向け
た解析を実施した。 
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Fig.2-1 : ATCC 17616 株の hemP および hmuRSTUV 領域の構造とそれらのホモログとの比較 
(A) ホモログ関係にある遺伝子を同じ色で示した。それぞれ遺伝子産物の ATCC 17616 株のものに対する
identity を数値で示した。Fur box を赤線で示した。 
Bmul, Burkholderia multivorans ATCC 17616 株; Bcen, Burkholderia cepacia GG4 株; Bmal, Burkholderia mallei 
ATCC 23344 株; Bpse, Burkholderia pseudomallei 1710b; Yent, Yersinia enterocolitica O:8 株;  
Bjap, Bradyrhizobium japonicum USDA110 株; Smel, Sinorhizobium meliloti 1021株; Ecol, Escherichia coli O157:H7 
(B) ATCC 17616 株の hemP 上流配列。推定 Fur box を網掛けで示す。 
1 kb 
-10 -35  hemP start codon 
73 75 59 71 65 69 
33 25 37 37 43 38 
24 29 35 45 35 
30 32 40 35 46 38 
84 84 85 87 89 79 
75 63 70 71 72 69 
Bpse 
Bmal 
Bcen 
Bmul 
Yent 
Bjap 
Smel 
Chr. 1 
Chr. 1 
Chr. 1 
Chr. 2 
Chr. 2 
Chr. 2 
36,260 bp 
177,968 bp 
Chr. 2 
2,193,621 bp 
32 35 24 32 41 37 
Ecol 
(B) 
hemP hmuR hmuS hmuT hmuU hmuV 
TATCGACCCCGCTTCCCCGATCAATAAAGAGTTTTTGTAAATGGGAATAGTTATCATTTAGAATTCATTCCATCGTATCGACAGTCACCGATCAAACCGAATG  
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2-2 材料と方法 
	 本章で使用した菌株及び、プラスミドを Table 2-1 に、使用したプライマーを Table 2-2 に
示す。PCR 法と遺伝子のクローニングは、第 1 章に準じた。各実験は、記載しない限り 3 回
の実験を行い平均と SD を求めた。 
 
 
Strain/plasmid Relevant characteristics Reference or source 
E. coli:  
 
 DH5α recA1 endA1 gyrA96 thi-1 hsdR17 supE44 Δ(lac)U169 (Φ80dlacΔM15) (43) 
 JM109 recA1 endA1gyrA96 thi-1 hsdR17 (rK- mK+) supE44 relA1 
Δ(lac-pro)/F’[traD36 proAB+ lacIqlacZΔM15] 
(44) 
 BL21Star(DE3)  ompT hsdB (rB- mB-) gal dcm λ(DE3)  
B. multivorans:  
 
 ATCC 17616 Soil isolate; type strain ATCC* 
 DF1 Cmr; ATCC 17616 fur deletion mutant (12) 
 SUC5 Spontaneous suppressor mutants of DF1 that restored ability to use 
succinate as a carbon source 
This study 
 DP1 ATCC 17616 hemP deletion mutant This study 
 DFP1 Cmr; ATCC 17616 fur and hemP deletion mutant  This study 
 DR1 ATCC 17616 hmuR deletion mutant This study 
 DPR1 ATCC 17616 hemP and hmuR deletion mutant This study 
Plasmid:  
 
 pEX18Tc Tcr sacB oriT; suicide vector for gene replacement carrying the 
pUC18-derived multiple-cloning sites 
(45) 
 pBBR1MCS-3 Tcr; shuttle vector able to replicate in E. coli and B. multivorans (46) 
 pCF1 Kmr; pME6041 (= shuttle vector able to replicate in E. coli and B. 
multivorans) derivative carrying fur gene 
(12) 
 pCP1 Tcr; pBBR1MCS-3 carrying hemP gene with it authentic promoter This study 
 pCR1 Tcr; pBBR1MCS-3 carrying hmuR gene with it authentic promoter This study 
 pNIT6012 Tcr; a shuttle vector able to replicate in E. coli and B. multivorans (47) 
 pNIT6012dS Tcr; SmaI site-added derivative of pNIT6012 (40) 
 pKD46 Ampr; paraB. λRed recombinase expression plasmid (39) 
 pNITara pNIT6012dS carrying araC gene and pBAD promoter from pKD46  This study 
 pBAD-hemP Tcr; pNITara carrying hemP gene without it authentic promoter. 
Arabinose-inducible expression of hemP 
This study 
 pET22b(+) Apr; C-terminal His x 6 tag Novagen 
 pEThemP Apr; pET22b(+) derivative for overexpression of C-terminal His-tagged 
HemP protein 
This study 
 pETahpD Apr; pET22b(+) derivative for overexpression of C-terminal His-tagged 
AhpD protein 
This study 
  
Table 2-1 : 本章で使用した菌株とプラスミド 
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Primer Sequence (5' to 3') Use 
Alleic exchange mutagenesis 
 hemP_UP_FW CGACTCTAGAGGATCTACCGAAGAAGAGATTCGG Upstream region of hemP 
 hemP_UP_RV GCCCAACACCTCTCAGTCGATAGCTTGAAGCAAAC 
	
 hemP_DOWN_FW TGAGAGGTGTTGGGCATTA Downstream region of hemP 
 hemP_DOWN_RV CGGTACCCGGGGATCGCAGATCAAGCAGTGGCT 
	
 hmuR_UP_FW TAAAACGACGGCCAGTGCCATTCAACGAACGCGGCGTGACC Upstream region of hmuR 
 hmuR_UP_RV CTTGAGCTTCAGGGAACGGGCTGCGCCC 
	
 hmuR_DOWN_FW CCCGTTCCCTGAAGCTCAAGCGCGAGCG Downstream region of hmuR 
 hmuR_DOWN_RV CAGCTATGACCATGATTACGCCGGATCGAGCACGTTGATC 
	
Complementation analysis  
 pBBR_hemP_FW CCACCGCGGTGGCGGCCGCTTACGGTGCGCCTGATTCGC Construction of pCP1 
 pBBR_hemP_RV GCTGGGTACCGGGCCCCCCCGCGAGCGAATGGAGGCGC 
	
 pBBR_hmuR_FW CCACCGCGGTGGCGGCCGCTCCGGGCGCAGCCCGTTCC Construction of pCR1 
 pBBR_hmuR_RV GCTGGGTACCGGGCCCCCCCACGAACGCGTCGCGCAGC 
	
 XhoI_paraBC CCCCTCGAGCCAAAAAAACGGGTATGGAG Construction of pNITara 
 paraBC_NheI CCCGCTAGCTTTATTATGACAACTTGACG  
 pNITara_hemP_EcoRI GGGGAATTCATTCATTCCATCGTATCGACAGT Construction of pBAD-hemP 
 pNITara_hemP_HindIII GGGAAGCTTCGAATGGAGGCGCACAAATAA 
	qRT-PCR  
	
	
 dnaA_F GGCGTTCGACGATTTCAAGC Transcription of dnaA 
 dnaA_R CGAACGCGTAGAAGAATTCC  
	
 hemP_F CAAGGTCACAGCCATATCAG  Transcription of hemP	
 hemP_R CTTCGTCAGGATCAGCTTGC 
	
 hmuR_F GTATCTGCAGTACGCACATG Transcription of hmuR	
 hmuR_R GATTGCCGATCGAGGTATAG 
	
 bfd_F GTTTCCGATCGGAAGATTCG  Transcription of bfd	
 bfd_R GTACCGACTCCTCGCATTTG  
	Protein purification 
	 	
 NdeI_hemP GGGCATATGACCGACACCATGCGCCC Construction of pEThemP 
 XhoI_hemP GGGCTCGAGCTTCGTCAGGATCAGC  
 NdeI_ahpD GGGCATATGGAATTCATCGATTCGATTAAGG Construction of pETahpD 
 XhoI_ahpD GGGCTCGAGTTCGCCTTCGGCGG  
EMSA   
 pNIT_hmuR_pro_NheI GGGGCTAGCGTCTCCCGAATTGATCGCGCG Upstream region of hmuR  
Table 2-2 : 本章で使用したプラスミド 
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 pNIT_hmuR_pro_HindIII GGGAAGCTTAGGTGGTCTCCCATGGTTGA  
 pNIT_5041 CTGACACCCTCATCAGTGCCAA Construction of probe 
 pNIT_5548 GTGAGAAATCACCATGAGTGACG 	
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2-2-1. 使用した培地  
	 鉄過剰培地、鉄制限培地の組成を以下に示す。 
 
 
 
 
?
?
?
?
?
?
クエン酸またはコハク酸を唯一の炭素源とする場合には、上記培地の Glucose の代わ
りにクエン酸またはコハク酸を終濃度 0.2 %で添加した。 
 
2-2-2. 生育曲線の測定  
	 1/3LB 培地で 12 h 前培養した菌体を M9 培地で 3 回洗浄し、M9 培地に懸濁して
OD660=1.0 に調整した。この菌液を各種培地に 1.0 %植菌し、Infinite M200 (Tecan)
を用いて、10 min ごとに 10 sec 震とうし、1 h ごとに OD660を測定した。培養には
96 穴プレートを用い、200 µl スケールで培養した。 
 
2-2-3. 鉄過剰あるいは鉄制限条件における hemP 及び hmuR の転写量比較  
	 ATCC 17616 株野生型株を 1/3LB 培地で OD660=1.0 となるまで前培養したのち、
M9 培地で 3 回洗浄した。鉄過剰条件として FeCl3を終濃度 30 µM、鉄制限条件とし
て鉄キレート剤 2,2’-dipyridyl (以下 Dpr)を終濃度 200 µM で添加し、30℃で 10 min、
30 min、5 h 培養したのち、菌体から RNA を抽出し、cDNA を作製し、定量 RT-PCR
により hemP 及び hmuR の転写量を比較した。RNA 抽出から転写量の測定までの詳
細な手順は第 1 章に準じて行った。 
 
  
M9 (0.2% Glucose)培地
(1L) 
KH2PO4 
Na2HPO4 
NH4Cl 
NaCl 
MgSO4 
CaCl2 
Glucose 
 
3.0 g 
6.0 g 
1.0 g 
0.5 g 
0.25 g 
0.01 g 
2.0 g 
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2-2-4. hemP 破壊株(DP1)における hmuRSTUV の転写量測定  
	 DP1 株を 1/3LB 培地で OD660=1.0 となるまで前培養したのち、M9 培地で 3 回洗
浄した。 
鉄制限条件として Dpr を終濃度 200	µM で添加し、30℃で 30 min 培養したのち菌
体から RNA を抽出し、cDNA を作製し、定量 RT-PCR により hmuRSTUV の転写
量を比較した。RNA 抽出から転写量の測定までの詳細な手順は第 1 章に準じて行っ
た。 
	
 
2-2-5. hemP 及び hmuR の欠失株とその相補株の作製  
	 pEX18Tc のマルチクローニングサイトに、プライマーセット hemP_UP_FW と
hemP_UP_RV、および hemP_DOWN_FW と hemP_DOWN_RV を用いて PCR 増幅した
hemP の上流配列と下流配列を hemP が欠失した一繋がりの領域となるようにクロー
ニングした。このプラスミドを ATCC 17616 株あるいは DF1 株に導入し、40 µg/ml
テトラサイクリン含有 1/3LB 固体培地上でシングルクロスオーバーを起こした株を
選択した。本株をさらに 10 %シュークロース含有 1/3LB 固体培地に植菌し、ダブル
クロスオーバーを起こして hemP 領域を欠失した株を選択した。各種 PCR で hemP 領
域の欠失を確認した野生型株由来の hemP 単独欠失株を DP1 株、DF1 株由来の fur と
hemP の二重欠失株を DFP1 株と命名した。完成した株の hemP 欠失領域を Fig. 2-2 に
示す。また、プライマーセット pBBR_hemP_FW と pBBR_hemP_RV を用いて PCR
増幅した hemP の欠失領域を pBBR1-MCS3 にクローニングしたプラスミド (pCP1)を
DP 株に導入した株を相補株とした。 
  
Fig. 2-2 : ATCC 17616 株の hemP とその周辺領域の配列 
赤字；hemP の ORF  下線；推定 Fur-box  黄網掛け；hemP 欠失株で欠失させた領域	 赤矢印；左端の A が転写開始点  囲み太
字；-10 box と-35 box	 赤下線 ; hemP 高発現用プラスミドにクローニングした領域 (2-2-19) 
GCTCGCTGACGATGACGATCGAGGAACGCAACGATCATGAGCTGTTCCTGCGTTTCGAGTACCGGACCACGCTG
ACCGTCACCGACGACAGCGAGGAAGCGCGGCAGACGCACGGCATCGTGAAGGAAGCGTATCGCACCTCGGACAT
CGATACGGTGCGCCTGATTCGCGAGTACGCGCAGGGCCGCAAGGACCCGGATCCGCTGCACTGACACGGGCGGC
GGCGTGCTCGCCGCCGTTTGCTTCAAGCTATCGACCCCGCTTCCCCGATCAATAAAGAGTTTTTGTAAATGGG
AATAGTTATCATTTAGAATTCATTCCATCGTATCGACAGTCACCGATCAAACCGAATGACCGACACCATGCGC
CCGACTACGCTGACCTTGCGCCGCACCGCCGGCACTGCAGGCGGCAGCCGTCAGAAGACGGCGGCGGTTACCGC
TCCGGCGAAGCCTGCCGGCAACCGCGACAGCGGCACACGGGTCGTCAGCAGCGACGCGCTGCTGCAAGGTCACA
GCCATATCAGCATTGCGCACAACGGCGAAACGTATCAGTTGCGCGCAACGCGGCTCGGCAAGCTGATCCTGACG
AAGTAGCGACAGCGTATTGTGGGGACCACCTCCCTGAGAGGTGTTGGGCATTAGCGACAGCGTATTGTGGGGAC
CACCTCCCTGAGAGGTGTTGGGCATTAGCCAGCGCAACGGCTTGCACGCGAGATCTAGACCCCTTCGTGCAAAC
ACACTCAAGCAGCCGTTGCAGCAAGCCAAGCCACTTTTTTGGTTCTCACTCGGCAACAAGAAAAGCGACACGTC
CTTCGACGTGTCGCTTTTTATTTGTGCGCCTCCATTCGCTCGCGCTCGCGCGGCAATGCAATCCATGAAGGCAG
ACCGACGTCGTTCGGCGATCGGCCGCTGTGGCCGACGCGATGCGCGCAGGCGCTCAGAAACC 
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	 一方、pEX18Tc のマルチクローニングサイトに、プライマーセット hmuR_UP_FW 
と hmuR_UP_RV、および hmuR_DOWN_FW と hmuR_DOWN_RV を用いて PCR 増幅
した hmuR の上流配列と下流配列を hmuR が欠失した一繋がりの領域となるようにク
ローニングした。このプラスミドを ATCC 17616 株に導入し、40 µg/ml テトラサイ
クリン含有 1/3LB 固体培地上でシングルクロスオーバーを起こした株を選択した。本
株を 10 %シュークロース含有 1/3LB 固体培地に植菌し、ダブルクロスオーバーを起
こして hmuR 領域を欠失した株を選択した。各種 PCR で当該領域の欠失を確認した
株を DR1 株と命名した。本株の hmuR 欠失領域を Fig. 2-3 に示す。また、プライマー
セット pBBR_hmuR_FW と pBBR_hmuR_RV を用いて PCR 増幅した hmuR 欠失領域を
pBBR1-MCS3 にクローニングしたプラスミド (pCR1)を DR 株に導入した株を相補株
とした。 
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Fig. 2-3 : ATCC 17616 株の hmuR とその周辺領域の配列 
赤字；hemR の ORF  下線；推定 Fur-box  黄網掛け；hmuR 破壊株で欠失させた領域	 赤矢印；左端の A が転写開始点	 囲み太字；
-10 box と-35 box 
CCGGGCGCAGCCCGTTCCCTTTCTTGTATCGATAATAATTCTCATTTACACTTCAGGCATTCGTCAGCTTCCTTTC
AATTTGCCGTGCGCCGCATCGCGCGCATGGGCCAGCCAGGTGAACGCGTCGCCCAGCCAGCCTTCGGGCTTGTTTCA
ACCATGGGAGACCACCTATGCATCGCTCTACGCTGGCGCGCCAGCCGATCTTTGCCGCGCTCATCGGCGCGGTCGGA
TTGTCCGCCGCCACGGCTCACGCCGATTCTTCGCCGTCCCACACCGCCGCCTCGTCCGTCACGGCCGACGCGGCAGC
CGCACGCGCCAGCAGCGCGCTGCTCGACCCGGTCACCGTCACGGCGACGCGCACCGCGACGGCCGCGAGCCGCACCG
CCGCTTCCGTGTCGGTGATCGACGCGGACGACCTCGACGAACAGCAGGCCACCAACATCAAGGACGCCTTGCGCTAC
GAGCCCGGCATCACGGTGCGGCGCACCGCGTACCGTCCCGGCAACGCGGCGCTCGGCGGCGGCCGCGACGGCGATTC
GAGCATCAACATCCGCGGCCTCGAAGGCAATCGCGTGATGCTGATGGAAGACGGCATCCGCCTGCCGAACGCATTCT
CGTTCGGCCCGCTCGAGGCGGGCCGCGGCGACTACACCGATCTCGATACGCTGAAGCGCATCGAGATCGTGCGCGGG
CCGGCGTCGGCGCTGTACGGCAGCGACGGACTGACCGGTGCCGTCAACTTCATCACGAAGGATCCGCAGGACCTGCT
GTCGATCTACCACAAGCCGACCTACTTCTCGTTCCGGCCGAGCTACGATTCGACCGACCGCAGCATCGGCGCGACCG
TGTCGGCCGCCGGCGGCAACGATCGCATCCAGGGGATGATCATCGCCGACGGCCGCCGCGGTCACGAGATCGACACG
CGCGGCAGCAACAACTCCGCAGGCAAGCTGCGCACGACGTCGAACCCGCAGCACGTGTACAGCGAATCGCTGCTCGG
CAAGCTCGTGCTGACGCCCACCGTGCGCGACACGATCAGGCTGACCGCCGAAACCGTGCAGCGGCGCGTCGGCACCG
ACGTGCTATCTGCGATCGTCGCGCCCGCGACGCTCGGCCTCACGACGAGCGACCGGCTCGAACGCAACCGCTTCAGC
GCCGATTACGCCTTTCACGACGACGCCTCGCGCTGGCTGCAGAACGCGCACGTGCAGTTCTATTACCAGGAAGCGAC
GCAGGACCAGTACGCGTTCGAAACGCGCGGCACGCTGCCGTCACGCTCGCGCGACAACCGCTACCGCGAACGCACGT
TCGGCGGCTCCGCGTTCGCCGAAAGCGGATTCTCGACCGGCCCGCTTGCGCACAAGCTGCTGGGCGGCGTCGACGGC
AGCCTGTCGCGGATCACGAACCTGCGCGACGGCACGGTGCCCGGCGTCGGCGAGACGTTCCCGAACAAGGCCTTCCC
CGACACCGACTACACGCTGTTCGGCGCGTTCGTGCAGGATCAGATCGGCTACGGCCGCCTGCTCGTCACGCCGGGGC
TGCGCTTCGACACGTACCGGCTGAAGCCGTCGGGCAACGATCCGCTGTTCACCGGCCGCGCGGTGTCGACGCACGCG
AACGAACTGTCGCCGCGCGTCGCGGTGCTGTACGAGATCGCGCCTGCGCTGATTCCGTATCTGCAGTACGCACATGG
ATTCCGCGCGCCGACGCCCGATCAGGTCAACAGCAGCTTCTCGAATCCCGTGCAGGGCTATACCTCGATCGGCAATC
CGAACCTGAAGCCCGAGACCAGCGACACGTTCGAAGCCGGGCTGCGCGGGCGGGCCGGCACCGGCTACGGCACGATT
CGCTACAGCGCGGCCGCGTTCACCGGCCGCTACCGCAACTTCATCGCGCGTACGACGATCGCCGGCAGCGGCCGGCC
GACCGATCCGTTCGTGTTCCAGTACGTGAACTTCGCCGATGCGCGCGTTCACGGCATCGAAGGCCGCGCCGACTGGG
CGATGCCGAACGGCATCACGCTGCGCACCGCGCTCGCGCTGACGCGCGGCTCGACGCAAAACGACGGCGCCGCGAGC
CAGCCGCTCAACACCGTGAATCCGTTTTCTGCCGTGTTCGGCGTGCGCTACGAGCCGACCGAACGCTGGTTCGTGCA
GACCGATCTGCTGTTCCAGGCCGCGAAGCGCGACAAGGACATCGACCGGTCCGACTGTTCGAAGCGAGCCTGCTTCG
CGCCGCCTTCGTCGTTTGTCGTCGATCTGCGCGGCGGCTATCGCTTCAACAAGCACGTGAGCGCGACGGTCGGCATC
CGCAACCTGTTCGACCGCAAGTACTGGAACTGGTCCGACGTGCGCGGCATCGCCGCCGACTCGCCGGTGCTCGACGC
CTATACGTCGCCCGGCCGTACCGTCGCAGTCAGCATGAAGGTCGATTTCTGATGCGCGCCGGCTGCACGCGCGTCCC
ACCGTCCGTCAAGGAGTCCGACATGATGCAATCCCCCGTTTCCGCGTCGTCCGTGCGCACGTCCACCTCGCTGCGCG
ACGCGTTCGTGAAGCTCAAG 
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2-2-6. Streptonigrin 感受性を利用した細胞内遊離鉄イオン濃度比較  
Streptonigrin は DNA 複製や RNA 合成を阻害する抗生物質であり、当該活性
の強さは細胞内の遊離鉄イオン濃度に比例する。従って、細菌株の Streptonigrin
含有培地での生育を比較することで、細胞内遊離鉄イオン濃度を間接的に比較
することが可能である。  
操作 
1. 1/3LB 培地で一晩培養した菌液を OD660=1.0 に調製し、これを前培養液として
1/3LB 液体培地に 1 %植菌した。 
2. Streptonigrin (SIGMA)を終濃度 1 µg/ml で添加し、24 h 培養後 OD660 を測定した。 
3. コントロールとして、Streptonigrin 非添加の 1/3LB 培地で各菌株を 24 h 培養後
OD660 を測定した。 
4. 2.の値を 3.の値で割った値を求めた。 
 
2-2-7. NO 感受性試験  
1. 1/3LB 培地で一晩培養した菌液を OD660=1.0 に調製し、これを前培養液として
1/3LB 液体培地に 1 %植菌した。 
2. ※Acidifed nitrite (NO producer)を終濃度 2 mM で添加し、24 h 培養後 OD660 を測定
した。 
3. コントロールとして、Acidified nitrite 非添加の 1/3LB 培地で各菌株を 24 h 培養後
OD660 を測定した。 
4.  2.の値を 3.の値で割った値を求めた。 
※Acidified nitrite は、実験ごとに蒸留水に等モルの sodium nitrite と citric acid を溶
解して要時調製した。 
 
2-2-8. クエン酸あるいはコハク酸を唯一炭素源とする培地での生育試験  
	 1/3LB 培地で一晩培養した菌液を M9 培地 CFU / ml が 107、106、105、104、103 にな
るように段階希釈し、これら希釈菌液をクエン酸あるいはコハク酸を唯一炭素源とし
て含む培地に 3 µl ずつスポットし、48 h 培養後の生育を比較した。 
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2-2-9. ペーパーディスク法による活性酸素種感受性試験  
	 1/3LB 培地で各株を一晩培養し、OD660=1.0 に調製した菌液 100 µl を 1/3LB 寒天培
地に塗布した。 培地の中央にろ紙ディスクを置き、ろ紙に 30 % H2O2 (Wako)あるい
は 250 mM paraquat (Wako)を 10 µl アプライし、48 h 培養後にディスク周辺に形成さ
れた生育阻止円の大きさを指標に活性酸素種感受性を調べた。 
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2-2-10. C 末端あるいは N 末端に His タグを付与した HemP (HemP-His) の大量発
現  
大腸菌中でタンパク質の大量発現を行う際、宿主菌株には E. coli BL21 Star (DE3)
を、プラスミドには pET22b (C 末端に His タグ付与)あるいは pET19b (N 末端に His
タグ付与)を用いた。pET システムの発現系では、大腸菌ゲノム上の T7 RNA ポリメ
ラーゼと発現プラスミド上の目的遺伝子の発現が、lac オペレーターによって制御さ
れ て い る 
(http://www.helmholtz-muenchen.de/fileadmin/PEPF/pET_vectors/pET-22b_map.pdf) 。 
 
1. pET22b あるいは pET19b のマルチクローニングサイトにプライマーセット
NdeI_hemP と hemP_XhoI を用いて PCR 増幅した配列をクローニングし、
pET_hemP を作製した。 
2.  pET_hemP をエレクトロポレーションによって E. coli BL21 Star (DE3)に導入し、 
100 µl/ml のアンピシリンを含む LB 寒天培地で 37℃、12 h 培養した。 
3.  LB 寒天培地上に生育した菌体をかきとって 100 µl/ml のアンピシリンを含む 15 ml の LB 
液体培地に懸濁し、OD660 = 0.6 になるまで 37℃で培養した。 
4.  IPTG を終濃度 0.5 mM となるように添加し、25℃で 8 h 振とう培養を行った。 
5.  培養液を 50 ml ファルコンチューブに移し、4℃、10,000 rpm で 5 min 遠心して集 
菌した。 
 
2-2-11. BD TALON Metal Affinity Resins (以下レジン)の洗浄  
1.  レジン 400 µl を 2 ml チューブに添加し、4℃、700 × g で 3 min 遠心した後、上清 200 µl  
    を廃棄した。 
2.  1 ml のタンパク質洗浄バッファーを加え、指でチューブをはじくようにして撹拌した。 
3.  4℃、700 x g で 3 min 遠心し、上清 200 µl を廃棄した。 
4.  2 と 3 の操作を 2 回繰り返した。 
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2-2-12. タンパク質洗浄バッファーの作製  
imidazole 0.68 g と NaCl 29.2 g を蒸留水に溶解し、980 ml にメスアップした後、オートクレ
ーブ滅菌を行った。その後、1 M K2HPO4溶液 16.8 ml と 1 M KH2PO4溶液 3.2 ml を加えた。 
 
2-2-13. タンパク質溶出バッファーの作製  
imidazole 34 g と NaCl 29.2 g を蒸留水に溶解し、980 ml にメスアップした後、オートクレ
ーブ滅菌を行った。その後、1 M K2HPO4溶液 16.8 ml と 1 M KH2PO4溶液 3.2 ml を加えた。 
 
2-2-14. HemP-His の精製  
以下の操作は全て氷冷しながら行った。 
1.	 2-2-9 で集菌した大腸菌に CelLytic B (Sigma Aldrich)を 1ml 添加した。 
2.  Vortex で菌体を完全に溶解し 8,000 rpm で 5 min 遠心した後、上清を抽出した。 
3.	 上清 1 ml に洗浄済みレジンを 200 µl 添加し、ROTATOR RT-50 (TAITEC)を用いて 4℃で 
一晩混合した。 
4.  4℃、700 x g で 3 min 遠心した。遠心後、レジンを吸い取らないように上清を取り除いた。 
5.	 2 ml のタンパク質洗浄バッファーを加え、指でチューブをはじくようにして撹拌し、 
4℃、700 x g で 3 min 遠心後、レジンを吸い取らないように上清を取り除いた。  
6.  5.の操作を 2 回繰り返した。 
7.	 あらかじめ氷冷しておいた 500 µl のタンパク質溶出バッファーをレジンに添加して指で 
チューブをはじくようにして撹拌し、20 min 氷冷した。  
8.  4℃、700 x g で 3 min 遠心した後、上清 500 µl の精製タンパク質を得た。 
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2-2-15. タグなし HemP の大量発現  
タンパク質高発現用プラスミド pTXB1 を用いたタグなしタンパク質の精製の概要
を Fig. 2-4 に示す。pTXB1 はＣ末端にインテインとキチン結合ドメイン (CBD) が融
合したタンパク質を発現できる。この融合タンパク質をキチンビーズに結合させ、チ
オール試薬 (DTT) でインテイン部分を切断することで、タグなしの目的タンパク質
を精製できる。 
 
1. pTXB1 のマルチクローニングサイトにプライマー セット NdeI_HemP_GA と
SapI_HemP_GA を用いて PCR 増幅した断片をクローニングし、pTXB1_hemP を作
製した。 
2.  pTXB1_hemP をエレクトロポレーションによって E. coli BL21 Star (DE3)に導入し、 
100 µl/ml のアンピシリンを含む LB 寒天培地で 37℃で 12 h 培養した。 
3.  LB 寒天培地上に生育した菌体をかきとって 100 µl/ml のアンピシリンを含む 15 ml の LB 
液体培地に懸濁し、OD660 = 0.6 になるまで 37℃で培養した。 
4.  IPTG を終濃度 0.5 mM となるように添加し、25℃で 8 h 振とう培養を行った。 
5.  培養液を 50 ml ファルコンチューブに移し、4℃、10,000 rpm で 5 min 遠心して集 
菌した。 
 
精製 
使用したもの 
Buffer A: 20 mM Tris-HCl (pH 8.5), 300 mM NaCl, 10% glycerol (1L) 
Buffer B: 20 mM Tris-HCl (pH 8.5), 300 mM NaCl, 10% glycerol, 50mM DTT (308 mg of 
DTT / 40ml, DTT は粉末を使用し、精製する当日に調製した) 
Chitin beads (NEB) 1ml / 100 ml of culture 
Centrifuge column (5 mL Centrifuge columns for small scale purification, 10 mL Centrifuge 
columns for small scale purification, Pierce 89898, 89897, 69707) 
Column Extenders (Pierce) 
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操作 
Chitin beads の準備 
1. 15 ml 容のファルコンチューブに Chitin beads 1 ml と蒸留水 5 ml を加え、回転させ
て洗浄した。 
2. 軽く遠心し、Chitin beads を底に落した。氷上にファルコンチューブを挿した状態
で  
しばらく放置し、beads を完全に沈殿させてから上清を捨てた。 
3.  1 と 2 の操作を 2 回繰り返した。 
4.  Buffer A 5 ml を加え、回転させて beads を Buffer A で置換した。 
2. 2 の操作を行った。 
6.  4 と 5 の操作を 3 回繰り返した。 
 
菌体の破砕と精製 
1.  上記の 15 ml 培養液から得られた菌体に 10 ml の Buffer A を加えて超音波破砕し
た。 
  （Duty cycle 60%, out put control 6-7, 30 sec, 3 times） 
2.  15,000 x g で 15 min 遠心した。 
3.  上記で準備した Chitin beads が入っているファルコンチューブに上清を加えた。 
4.  4ºC で一時間回転させてビーズに目的タンパク質を吸着させた。 
5.  Chitin beads と培養上清を centrifuge column（Pierce）に移した。 
6.  オープンカラム方式で 40 ml の Buffer A を用いて Chitin beads を洗浄した。 
7.  1 ml の Buffer B で 3 回洗った。 
8.  30 µl の Buffer B を加え、液が漏出しないようにカラムに栓をして 20ºC で 16 時間
放置した。 
9.  500 µl の Buffer B を加えて溶出した。この操作を 3 回繰り返した。 
10.	 ゲル濾過カラムを用いて、切れ残りのタンパク質や DTT を除いた。 
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http://www.neb.sg/products/e6901-impact-kit 
より転載 
https://www.neb.com/ より転載 
Fig. 2-4 : pTXB1 を用いたタグなし HemP の精製 
A) pTXB1 プラスミドマップ	 	 B) タグなしタンパク質精製過程の概略 
A) B) 
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2-2-16. SDS-ポリアクリルアミドゲル電気泳動  (SDS-PAGE) 
試薬 
30%アクリルアミド溶液 (BIO RAD) 
分離用ゲルバッファー 
 
濃縮用ゲルバッファー 
 
TEMED (Tetramethylethylenediamine) 
10% 過硫酸アンモニウム溶液 
Sample Buffer 
 
 
 
 
泳動用バッファー 
 
 
染色液 
 
 
 
 
12.5%アクリルアミドゲルの作製 
1.	 三角フラスコで 3.36 ml の 30%アクリルアミド溶液、2 ml の分離用ゲルバッファー、2.64  
ml の蒸留水を混合した。  
2.  1で調製した溶液に 45 µlの過硫酸アンモニウム溶液と 8 µlのTEMEDを添加し、混合後、
ただちにゲル作製用ガラス板に流し込んだ。 
3.	 上層に 400 µl の 1-buthanol を重層し、ゲルと酸素の接触を断ち、1 時間室温で静置した。 
4.  1-Buthanol を蒸留水で洗い流し、ペーパータオルを用いてガラス板の隙間の水分をできる 
限り除去した。 
1.5 M 
0.4% 
0.5 M 
0.4% 
 
 
0.1 M 
4% 
20% 
0.4% 
0.02% 
3 g 
14.4 g 
1 g 
0.05% 
50% 
10% 
25% 
7% 
Tris-HCl (pH 8.8) 
SDS 
Tris-HCl (pH 6.8) 
SDS 
 
 
Tris-HCl 
SDS 
Glycerol 
2-mercaptoethanol 
Bromophenol blue (BPB) 
Tris 
Glycine 
SDS 
Coomassie Brilliant Blue R-25
0 
Methanol 
Acetic Acid 
Methanol 
Acetic Acid 
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5.	 三角フラスコで 0.75 ml の 30%アクリルアミド溶液、1.25 ml の濃縮用ゲルバッファー、 
3 ml の蒸留水を混合した。 
6.  5.で調製した溶液に 30 µl の過硫酸アンモニウム溶液と 10 µl の TEMED を添加し、混合
後、ただちに固化した分離用ゲルの上層に流し込み、コームを挿入した。 
 
泳動試料の作製 
1.	 9.5 µl の Sample Buffer、10 µl のタンパク質試料、0.5 µl の mercaptoethanol を混合した。 
2.  95℃で 5 min 煮沸した。 
 
電気泳動と染色・脱色 
1.	 上記で調製したゲルからコームを抜き、ゲルの各ウェルに 10 µl タンパク質試料、3 µl の
分子量マーカー(BIO LAD) をアプライした。 
2.  80 mA 定電流で dye front がゲルの下端に達するまで電気泳動を行った。 
3.	 ゲルをガラス板からはがし、タッパーに入った染色液に浸し 1 h 穏やかに 
振とうし、染色した。 
4.  ゲルを蒸留水ですすぎ、脱色液と丸めたキムワイプを入れ、12 h 穏やかに振とうし、 
キムワイプに色素を吸着させて脱色した。 
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2-2-17. HemP-His の局在解析  
	 ATCC 17616 株のゲノムを鋳型にし、プライマーセット pNIT_HIS_hemP_F と
pNIT_HIS_hemP_R_end を用いて PCR 増幅した。この HemP-His をコードする遺
伝子を含む DNA 断片を Gibson assembly master mix を用いて pNIT6012 のマルチ
クローニングサイトにクローニングし、 pNIT_hemP_His を作製した。
pNIT_hemP_His を electroporation 法で ATCC 17616 株に導入し、本株を 1/3 培地
で 12 h 培養した後に細胞分画し、His タグ抗体を用いたウエスタンブロット解析で
HemP-His を検出した。 
 
細胞分画 
試薬 
Buffer A   50 mM Tris-HCl (pH 7.5) 
Buffer B   20 % sucrose (W/V) 
          2 mM EDTA 
Buffer C   10 % glycerol  
          1 mM 2-mercaptoethanol 
          30 mM Tris-HCl (pH 7.5) 
 
操作 
1.  50 ml の菌液から遠心機を用いて菌体を回収した。 
2.  12.5 ml の Buffer A で 3 回洗浄し、5 ml の Buffer B に懸濁した。 
3.  24℃で 8 min 放置し 18,000 x g で 6 min 遠心して上清を完全に除いた。 
4.  氷冷した 5 ml のミリ Q 水に懸濁し、氷上で 10 min 放置後 18,000 x g で 6 min 遠
心した。 
5.  上清を Buffer C と同じ組成になるように glycerol と 2-mercaptoethanol を添加し、 
	 	 これを Periplasm 画分とした。 
6.  ペレットを 18 ml の Buffer C に懸濁し、2 ml の acetone を添加した。 
7.  Sonication で菌体を破砕した。 
8.  5,000 rpm で 5 min 遠心して debris を除いた後に、上清を 100,000 x g で 1h 遠心し、 
	  上清を Cytoplasm 画分、ペレットを Membrane 画分とした。  
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ウエスタンブロット解析 
使用したもの 
転写 Buffer  Tris 5.82 g 
            Glycine 2.93 g 
            Methanol 200 ml 
            Fill up to 1000 ml 
 
洗浄 Buffer  0.1 % Tween 20 in PBS 
Blocking Reagent Buffer (QIAGEN) 
Penta-His HRP Conjugate (QIAGEN) 
Immobilon-P Transfer Membranes (MILLIPORE) 
 
操作 
泳動後のポリアクリルアミドゲルおよびろ紙を転写 Buffer に 10 min 浸した。
Immobilon-P (PVDF 膜・孔径 0.45 µm)は 100%メタノールで処理した後に、転写 Buffer
に 10 min 浸した。その後、セミドライ式ブロッティング装置の陰極と陽極の電極板
の間に、【 (陽極) ろ紙・PVDF 膜・ポリアクリルアミドゲル・ろ紙 (陰極) 】の順番
になるように重ね、12V 定電圧にて 30 分間ブロッティングを行った。なお、本操作
には BE-330 (BIO CRAFT 社) と BP-312 (BIO CRAFT 社) を使用した。ブロッティン
グ後の PVDF 膜を洗浄 Buffer で 5 min、3 回洗浄した。ブロッキングおよび抗体反応
は、添付の説明書に従って行った。蛍光試薬には Immobilon Western Chemiluminescent 
HRP substrate (Millipore 社) を、蛍光検出機器にはルミノ・イメージアナライザー
LAS-1000 (FUJIFILM 社) を使用した。 
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2-2-18. Electrophoresis Mobility Shift Assay (EMSA) 
pNIT6012 のマルチクローニングサイトにプライマーセット pNIT_hmuR_pro_Nhe 
I と pNIT_hmuR_pro_Hind III を用いて PCR 増幅した DNA 断片をクローニングし、
pNIT_pro_hmuR を作製した。pNIT_pro_hemP を鋳型に primer pNIT 5041 (5’-FAM) と
pNIT 5548 (5’-FAM) を用いてクローニング領域の PCR 増幅を行った。この PCR 産物
は両末端が FAM ラベルにより修飾されている。この FAM ラベル化 DNA 断片を終濃
度 2 ng/µl、HemP-His を終濃度 0、20、40、60、80、100、120 nM になるよう 20 µl の
Binding buffer (10% Glycerol in PBS) に添加した。また、コールドコントロールとして、
FAMラベル修飾されていない primer pNIT5041と pNIT5548による PCR増幅産物を上
記の溶液に終濃度 200 ng/µl で添加した。30℃で 3 min 放置し、20 µl のサンプル溶液
を長寿ゲル 12.5% (オリエンタルインスツルメンツ株式会社) の各ウェルにアプライ
した。泳動 Buffer として PBS を使用し 80 mA 定電流で 1 h 泳動したのち、ルミノ・
イメージアナライザーLAS-1000 (FUJIFILM 社) を用いてバンドを検出した。 
 
2-2-19. Foot Print 解析  
GA ラダーの調製 
1. 10 µl の FAM ラベル化 DNA 断片にギ酸を 25 µl 加え、25˚C で 5 min 放置した。 
2. Stop buffer (0.3 M sodium acetate, 0.1 mM EDTA)を 200 µl 加えて混合した。 
3. 750 µl の 100 % Ethanol を添加し、15,000 x g で 5 min 遠心した。 
4. 70 % Ethanol で 2 回洗浄した。 
5. 減圧乾燥後、70 µl の 10%ピペラジンに溶解し、90˚C で 30 min 放置した。 
6. 減圧乾燥でピペラジンを完全に除いた。 
7. BidDye XTerminator (Life Science Technologies)を用いて精製した。 
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サンプル調製及びフラグメント解析 
	 pNIT_pro_hemP を鋳型に primer pNIT 5041 (5’-FAM) と pNIT 5548 を用いてクロー
ニング領域の PCR 増幅を行った。この PCR 産物はコード鎖側の 5’末端が FAM によ
り修飾されている。FAM ラベル化 DNA 断片を終濃度 20 ng/µl、HemP-His を終濃度
200 nM になるよう 20 µl の Binding buffer (10% Glycerol in PBS) に添加した。30℃で 3 
min 放置し、3500 倍に希釈した Reconbinant DNase I (TaKaRa)を 1 µl 添加し、30℃で 3 
min 反応させた。その後、95℃で 10 min 加熱し DNase I を失活させた。DNA 溶液を
BidDye XTerminator を用いて精製した。調製したサンプル及び GA ラダーそれぞれ 10 
µl に Liz 500 マーカーを 1 µl 添加し 95˚C で 3 min 放置した。各サンプルを ABI PRISM 
model 3130xl sequencer を 用 い て 解 析 し 、 結 果 は TraceViewer 
(http://www.ige.tohoku.ac.jp/joho/traceviewer/) を用いて視覚化した。GA ラダーを基に
精製 HemP-His の結合領域を特定した。  
 
2-2-20. ATCC 17616 株の hemP 高発現株の作製  
	 pNIT6012 のマルチクローニンサイト上流にはカナマイシン耐性遺伝子由来の構成
的発現プロモーターが存在する。pNIT 6012 のマルチクローニングサイトに、プライ
マーセット EcoRI_hemP_ex_F と hemP_ex_R_HindIII を用いて PCR 増幅した自身のプ
ロモーターを含まない hemP 遺伝子をクローニングし、pNIT_hemP を作製した(Fig. 
2-2)。ATCC 17616 株に pNIT_hemP を導入した株を hemP 高発現株とした。 
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2-2-21. 精製 HemP のヘム鉄結合能の検討  
精製した HemPHisx6 及び AhpDHisx6 を 100 µM hemin 含有 100 mM Tris buffer (pH 7.0)に
添加し 25℃30min 混合した。2-2-14 で示した手法で再度 HemPHisx6 及び AhpDHisx6 を精
製し 100 mM Tris buffer (pH 7.0)に溶出した。400 µl の酸性アセトンに 5 µM のタンパ
ク質を含む 100 µl の溶出液を添加し 4℃で 12h インキュベートした。遠心したのち上
精を 96 穴プレートの各ウェルに 1 µl 添加し、100 µl の 100 mM Tris buffer (pH 7.0)と
2.5nM apoHRP の混合液を添加し 25℃で 30 min インキュベートした。100 µl の HRP 
substrate を添加し、化学発光を ChemiDoc XRS system (Bio-Rad)で測定した。 
 
2-2-22. FeCl3及び hemin によるフェントン反応 
Hydroxyphenyl Fluorescein (HPF)は通常蛍光を示さないが、フェントン反応で生じるヒ
ドロキシラジカルと反応すると蛍光を示す。1 mM H2O2、100 mM potassium phosphate 
buffer (pH 7.5)、2.5 µM HPF を含む混合液に FeCl3 あるいは hemin を 10µM あるいは
50µM で添加し、励起波長 495 nm、測定波長 515nm で蛍光を測定した。 
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2-3 結果 
2-3-1. fur と hemP の二重欠失株の表現型解析	  
	 DF1 株の表現型解析から、DF1 株での細胞内遊離鉄濃度の上昇、コハク酸やクエ
ン酸をはじめとする炭素源の資化能の低下、そして過酸化水素や一酸化窒素に対する
高感受性化などが先行研究で判明していた(Yuhara et al,. 2008)。また、DF1 株が示
すこれら表現型の変化のほとんどが WT 株レベルに回復するサプレッサー変異株が
取得されており、変異箇所の解析がなされた 8 株のうち 5 株において、hemin uptake 
proteinとアノテートされているが実際の機能は不明である hemPの内部あるいはそ
のすぐ上流あるいは下流にサプレッサー変異箇所が存在していた(Kimura et al., 
2012)(Fig. 0-9)。 
	 本研究では、まず、fur と hemP の二重欠失株である DFP1 株を作製し、その表現
型を検討した(Fig. 2-5)。その結果、ストレプトニグリン感受性試験では、DFP1 株
は DF1 株と異なり、WT 株と同レベルの生育を示し、DFP1 株の細胞内遊離鉄濃度
が WT 株と同レベルであることが示唆された。また、一酸化窒素や過酸化水素に対
する感受性も、DFP 株は WT 株と同レベルであった。さらに、炭素源の資化能試験
においても、DFP 株は WT 株と同様にコハク酸とクエン酸に対する資化能を示した。
なお、DP1 株では、表現型は WT 株と同レベルであった。以上の結果から、DF1 株
で観察された表現型の変化は、すべて hemP に変異が加わることで WT 株と同レベ
ルに回復することが確認され、Fur と hemP の関連性が明示された。そこで、以下、
hemP の機能解明に向けた解析を実施した。  
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1/3 LB Citrate Succinate (A) 
107 106 105 104 103 107 106 105 104 103 107 106 105 104 103 
WT 
DF1 
SUC5 
DFP1 
DFP1(pCP1) 
CFU / ml  
DP1 
DP1(pCP1) 
? ? 
strain % of growth compared  with untreated control
WT 91.7 ± 0.2
DF 70.8 ± 0.1
SUC5 98.9 ± 1.3
DFP1 96.9 ± 0.8
DFP1(pCP1) 72.2 ± 0.1
DP1 99.2 ± 0.9
DP1(pCP1) 98.1 ± 0.5
? ? 
strain % of growth compared  with untreated control
WT 106.0 ± 7.0
DF 82.8 ± 4.1
SUC5 100.2 ± 3.1
DFP1 99.7 ± 7.3
DFP1(pCP1) 82.2 ± 8.7
DP1 100.9± 7.1
DP1(pCP1) 102.2 ± 5.7
? ? 
strain Zone of inhibition (cm)
WT 4.0 ± 0.1
DF 5.2 ± 0.2
SUC5 4.0 ± 0.4
DFP1 3.9 ± 0.3
DFP1(pCP1) 5.0 ± 0.2
DP1 3.7 ± 0.2
DP1(pCP1) 4.0 ± 0.3
(B) (C) 
(D) ? ? 
strain Zone of inhibition (cm)
WT 5.0 ± 0.4
DF 6.7 ± 0.5
SUC5 4.9 ± 0.3
DFP1 4.9 ± 0.6
DFP1(pCP1) 7.0 ± 0.2
DP1 5.3 ± 0.3
DP1(pCP1) 5.0 ± 0.3
(E) 
WT 
DF1 
SUC5 
DFP1 
DFP1(pCP1) 
DP1(pCP1) 
DP1 
(F) 
Fig. 2-5 : 表現型解析 
A) 炭素源資化能試験	 	 B) streptonigrin 感受性試験	 	 C) NO 感受性試験	 	 D) H2O2 感受性試験   
E) paraquort 感受性試験  F) CAS assay  
 
 112 
2-3-2. HemP ホモログの配列比較及び立体構造予測  
	 Clustal W (www.genome.jp/tools/clustalw/) を用いて、HemP ホモログのマルチプルア
ライメントを作成した(Fig. 2-8)。C 末端側は HemP family として多くの細菌種で保存
されており、2016.12.23 現在 pfam (タンパク質ドメインファミリーのデータベース) 
において、168 sequences (158 species) が HemP family として分類されている 
(http://pfam.xfam.org)。ATCC 17616 株と B. cepacia、B. mallei、Y.enterocolitica、B. 
japonicum、S. melilotiのhemP及びhmuRホモログの遺伝子座の構造をFig. 2-1に示す。
Y.enterocolitica と B. japonicum、S. meliloti では hemP と hmuR ホモログ遺伝子が近傍
に存在しているが、Burkholderia 属細菌の ATCC 17616 株と B. cepacia、B. mallei では
両者が異なる染色体上に存在している。 
 
	 緑膿菌由来のヘム鉄結合タンパク HasA の吸収スペクトル解析より、His 残基と Tyr
残基がヘム鉄の結合に関与することが示されている(Gohya, et al 2006)。HemP family
においても His 残基と Tyr 残基が 4 アミノ酸残基離れて良く保存されていた。 
	 2015 年、Nishimura らにより大腸菌の HemP ホモログである YdiE の結晶構造が決
定されている(Nishimura et al., 2015)。そこで、YdiE の構造を基に、SWISS-MODEL 
(https://swissmodel.expasy.org) を利用したホモロジーモデリング法で HemP の立体構
造を予測した(Fig. 2-9)。その結果、ATCC 17616 株の HemP の His 残基と Tyr 残基は
向かい合って存在しており、HasA と同様に両残基によるヘム鉄結合が示唆された。 
 
2-3-4. FeCl3 及び hemin によるフェントン反応  
FeCl3を反応系に添加すると直ちに蛍光が上昇し、時間経過による値の変動は見られ
なかった。一方、hemin を反応系に添加した際は、直ちに蛍光が上昇しさらに経時
的に蛍光の上昇が見られた(Fig. 2-10)。このことから FeCl3と比較して hemin によ
るフェントン反応では、繰り返し反応が引き起こされ、ヒドロキシラジカルが大量に
発生していることが示唆された。 
 
2-3-3. HemP 精製  
	 N 末に His タグを付加した HemP タンパク質(HemPHisx6)HemP-His は高純度で精製
できた (Fig. 2-11 A) が、His タグなし HemP については、intein-CBD が付加した融合
タンパク質 (37 kDa) の高発現は確認できたものの、一連の操作を経て最終的に
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HemP (8.7 kDa) を精製することはできなかった(Fig. 2-11 B)。そこで、以下の実験に
は精製 HemPHisx6を用いた。 
 
2-3-4. 精製 HemPHisx6 とヘム鉄の結合  
	 ヘムは 2%塩酸を含むアセトンに非常によく溶ける。加えて酸性アセトンはタンパ
ク質を変性させることから、ヘム鉄を含む測定対象試料(例えばヘム含有タンパク質)
からヘム鉄を遊離させ溶媒側へ抽出するための処理液として用いられる(酸性アセト
ン処理法 Stillman et al, 1978)。 
	 精製した HemPHisx6溶液に等量の 2%塩酸を含むアセトンを添加し、一晩混合した。
この溶液を 100 倍希釈し HRP-based Heme assay (HH assay) (Fig. 2-12 A)によりヘムが観測
されるか検証した(Fig. 2-12 B)。結果 HemP-His x6 の酸性アセトン抽出物からヘムが
観測された。このことから HemP はヘム結合能を有していることが示唆された。この
ことから HemP は細胞内の遊離ヘムと結合することで、フェントン反応を抑制する機
能を有していると仮定し、以下に、HPF 蛍光試薬を用いた解析を実施した。 
	 HPF は無蛍光であるが、ヒドロキシラジカルと反応すると強い蛍光を発する(Fig. 
2-13 A)。HPF と過酸化水素の混合液に遊離ヘムを添加するとフェントン反応が起き、
ヒドロキシラジカルを生じるため、遊離ヘム濃度と蛍光強度が相関を示す。本原理に
基づいて相関係数 0.99 以上の検量線が作成できた (Fig. 2-13 B) ので、本検量線を
用いてHPFと過酸化水素水の混合液に精製HemPHisx6を添加した際の蛍光強度を測
定した。その結果、精製 HemPHisx6 の添加で、フェントン反応により生じるヒドロ
キシラジカルが約半分に減少した (Fig. 2-13 C)。このことから、ATCC 17616 株の
HemP は細胞内の遊離ヘムと結合し、フェントン反応を抑制する機能を有すること
が示唆された。 
 
2-3-5. hemP の転写様式の解析  
先行研究で hemP 上流域への Fur の結合が確認され、hemP が Fur に直接転写制御を
受けることが示唆されていた(Yuhara, et al 2008)。DF1 株での hemP 転写量を定量
RT-PCR で検討したところ、野生株に比べて約 1600 倍であった(Fig. 2-14)。また、野
生株において、hemP の転写量は、通常の M9 培地での培養時に比べて、鉄含有条件
で約 1/100、鉄制限条件で約 2 倍であった(Fig. 2-15)。  
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より転載 
Fig. 2-9 : ホモロジモデリング法による HemP の立体構造予測 
A) 立体構造が明らかとなっている大腸菌の YdiE と ATCC 17616 株の HemP のアライメント	 	  
B) HemP の立体構造予測 
C) ヘムと His 残基と Tyr 残基との結合の様子 
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Fig. 2-10 : FeCl3 及び hemin によるフェントン反応 
A) FeCl3 (白丸)、hemin (黒丸)それぞれ 10 µM を H2O2、HPF 混合液に添加した際の蛍光強度の経時変化 
B) FeCl3 (白丸)、hemin (黒丸)それぞれ 50 µM を H2O2、HPF 混合液に添加した際の蛍光強度の経時変化 
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Fig. 2-11 : HemP の精製 
A) pET 系による HemPHisx6 の精製	 	  
B) pTXB1 系による His タグなし HemP の精製 
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Fig. 2-12 : 精製 HemPHisx6の hemin 結合試験 
A) HH assay の概略 
酸性アセトン処理により hemin を抽出し、その溶液を apo-HRP と混合する。 
HRP は hemin と結合し holo-HRP となることで活性化することから、HRP の活性
測定を行うことで hemin 存在の有無を定量的に解析できる。	 	  
B) 濃度既知の hemin 溶液を用いた検量線の作製及び、酸性アセトン抽出に含まれ	  
る hemin の濃度測定 
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Fig. 2-13 : 精製 HemPHisx6によるフェントン反応抑制試験 
A) HPF を用いた活性酸素種の検出の概略	  
B) 本研究で作成した検量線 
C)精製 HemPHisx6添加によるヒドロキシラジカル産生量の減少 
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Fig. 2-14 : 定量 RT-PCR による hemP 転写量の比較 
	 内部標準として dnaA の転写量を用い、WT における hemP の転写量を 1 として、その相対値を示
した。 
 
Fig. 2-15 : WT 株における鉄濃度条件が異なる M9 培地での hemP 転写量の定量 RT-PCR による比較 
	 内部標準として dnaA の転写量を用い、鉄過剰条件での hemP の転写量を 1 とし、その相対値を 
  示した。 
  M9 + Fe : M9 培地に FeCl3を終濃度 30 µM となるように添加した。 
  M9 + Dpr : M9 培地に鉄キレート剤 2,2’-dipyridyl を終濃度 100 µM となるように添加した。 
 Fe あるいは Dpr を添加し 10 min 後(A)、30 min 後(B)、5 h 後(C)の hemP 転写量 
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2-3-6. HemP-His の局在解析  
	 ATCC 17616 株に pNIT_hemP_His を導入し、M9 + Hemin(10μM)で 12 h 培養した。 
この菌体成分を membrane、cytoplasm、periplasm に細胞分画し、His タグ抗体を用い
ウエスタンブロット解析を行った(Fig. 2-16)。その結果、HemP-His は cytoplasm に局
在することが判明した。 
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Fig. 2-16: HemP 局在解析 
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2-3-7. hemP 破壊株の生育  
	 Fig.2-12 で HemP のヘム結合能が強く示唆されたこと、また hemP は hemin 
uptake protein とアノテートされていることから、ヘムと HemP には重要な関連が
あると考えられた。そこでヘムを唯一鉄源とする培地での DP1 株と WT 株の生育曲
線を比較した(Fig. 2-17)。その結果、WT 株と比較して DP 株に大幅な生育低下が見
られた。hemP相補株であるDP1(pBBR_hemP)株はWT株と同様の生育曲線を示した。
一方、FeCl3 を唯一鉄源とした培地では、これら株で生育曲線に大きな差は見られな
かった。また鉄制限培地では全ての株が生育しなかった。このことから hemP は外界
のヘムの取り込みに関与していることが示唆された。 
 
2-3-8. hemP と hmuR の関係性  
	 緒言で述べたように、多くの細菌種で hmuR ホモログ遺伝子と hemP ホモログ遺伝
子は近傍に存在しており、さらにこれら遺伝子の遺伝学的相互作用を示す報告例もあ
る。ATCC 17616 株の hemP と hmuR は異なる染色体上に存在しているが、重要な関
連性を有する可能性が高い。そこで hemP と hmuR の関連性を明らかにすることを目
的に以下の解析を実施した。 
	 はじめに、ATCC 17616 株の hmuR が外界のヘム取り込みに関与しているか検討し
た。ATCC 17616 株の hmuR 欠失株である DR1 株を、ヘムを唯一鉄源とする培地で培
養したところ、WT 株と比較して生育悪化が観察された(Fig. 2-18)。相補株である
DR1(pBBR_hmuR)株は WT 株と同様の生育曲線を示した。一方、FeCl3 を唯一鉄源と
した培地では、各菌株間で生育曲線に大きな差は見られなかった。また鉄制限培地で
は全ての株が生育しなかった。このことから hmuR は hemP 同様に外界のヘムの取り
込みに関与していることが示唆された。 
	 次に、定量 RT-PCR 解析で hmuR の転写量を比較したところ、DP1 株の hmuR の転
写量は WT 株と比較して著しく減少した(Fig. 2-19)。また hmuR 下流の hmuSTUV も
DP1 株で転写量が著しく減少していた(Fig. 2-20)。なお、hmuR 以外の Fur 制御下遺伝
子 BMULJ_2169、orbS、bfd、そして、細胞内のヘム鉄合成に関与しているが Fur に
制御されない hemL について同様に転写量を比較したところ、DP1 株で転写量が著し
く減少することはなかった。このことから、hemP は hmuR 特異的な転写促進に関与
することが示唆された。 
 123 
	 続いて、hmuR 上流配列に精製 HemPHisx6が結合するか、EMSA と Foot Printing 解
析で検討した(Fig. 2-21)。その結果、EMSA において、hmuR 上流配列に精製 HemPHisx6
が結合することを示唆する結果が得られた。この結果から算出した解離定数 Kd 値は
52.5 であった。Hemin を添加した場合の EMSA では Kd 値は 51.1 であった。また、
Foot Printing 解析により、HemP の結合領域は、推定 Fur-box の約 30 bp 上流の inverted 
repeat 配列部であることが示された(Fig. 2-22)。以上の結果から、HemP は hmuR 上流
に結合し、hmuR の転写を活性化すると考えられる。また hmuRSTUV はオペロンであ
ることが示唆された。  
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Fig. 2-17 : 異なる鉄源での培養における hemP と生育曲線との関係 
A) 鉄制限培地	 	 B) ヘムを唯一鉄源とした培地	 	 	 C) FeCl3を唯一鉄源とした培地 
M9 + 2,2′-Bipyridyl M9 + 2,2′-Bipyridyl + hemin 
M9 + FeCl3 
A) 
C) 
B) 
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Fig. 2-18 : 異なる鉄源での培養における hmuR と生育曲線との関係 
A) 鉄制限培地	 	 B) ヘム鉄を唯一鉄源とした培地	 	 	 C) FeCl3を唯一鉄源とした培地 
M9 + 2,2′-Bipyridyl M9 + 2,2′-Bipyridyl + hemin 
M9 + FeCl3 
A) 
C) 
B) 
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Fig. 2-20 : DP1 の hmuSTUV の転写量比較 
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Fig. 2-21 : EMSA による HemPHisx6 と hmuR 上流配列の結合性 
A) HemP-His と FAM ラベル付き hmuR 上流配列による EMSA 
B) Hemin 添加条件での HemPHisx6 と FAM ラベル付き hmuR 上流配列による EMSA 
C) A の条件に FAM ラベルなしの hmuR 上流配列を FAM ラベル付き hmuR 上流配列 
の 100 倍の濃度で添加した EMSA 
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HemP bind
CGTGGCGCGCCGCTGGCGGCTGCGCGCCCGGGCGCAGCCCGTTCCCTTTCTTGTATCGATAATAATTCTCATTTACACTTCAGGCA 
 Fur box
-35 -10
Inverted repeat
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........ .  . ........ 
GGctGcGcGcccGGGcGcAG
GA Ladder
   
Fig. 2-22 : Foot Printing 解析 
A) 青；FAM label 付き hmuR 上流配列の波形データ	  
赤；FAM label 付き hmuR 上流配列に精製 HemPHisx6 を添加した際の波形データ 
青の波形データと比較して赤の波形データでピークが減少している箇所が精製 HemPHisx6 結合領域
と推定した。 
G+A ladder のデータをもとに、精製 HemPHisx6 結合領域周辺の塩基配列を特定した。 
B) 精製 HemPHisx6 は Fur box 上流の inverted repeat 配列を認識して結合すると考えられる。 
A) 
B) 
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2-3-9. hemP 構成的発現株を用いた解析  
	 先行研究の結果に加えて、WT 株において M9 培地と比較して鉄含有 M9 培地で
hmuR の転写量が著しく減少したことから(Fig. 2-17)、hmuR は Fur の直接的制御遺伝
子であると示唆された。 
	 鉄含有 M9 培地における、hemP 構成的発現株である WT(pNIT_hemP)株の hmuR 転
写量は、WT 株と比べて大きな違いはなかった(Fig. 2-23)。すなわち、hemP が高発現
しても、Fur が hmuR 上流に結合している時は、転写が抑制されると考えられる。 
	 また、WT(pNIT_hemP)株は、鉄含有 M9 培地で、WT 株と比較して生育が遅かった 
(Fig. 2-24)。 
Foot printing 解析では HemP の C 末端に His x 6 tag を付加した精製タンパク質を用い
て行った。 
	 His x 6 tag の付加が発現制御に影響を及ぼしていないか検証するため、DP1 に His 
tag を付加した hemP を相補し hmuR の転写量を比較した(Fig. 25)。his-tagged hemP の
相補株において hmuR の発現が活性化したことから His x 6 tag の付加は発現制御に影
響を及ぼしていないと考えられた。 
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Fig. 2-23 : hemP 構成的発現株の 3 価鉄を唯一鉄源とする培地での転写量解析 
C) hemP 転写量比較 
D) hmuR 転写量比較 
 
Fig. 2-24 : WT/pNIT_hemP の生育曲線 
A) M9 培地	 	 B) FeCl3 を唯一鉄源とした培地 
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Fig. 2-25 : DP1 に His x 6 tag を相補した際の hmuR の転写量の比較 
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2-4 考察 
	 本章の結果を Table 2-5 にまとめた。 
2-4-1. hemP と Fur の関連  
	 先行研究で示された fur 破壊により現れる多面的表現型は、さらに hemP 破壊が加
わることで打ち消され、FurとHemPに重要な関連性があることが強く示唆された。
第1章のTSS 解析で判明したhemPの転写開始点の上流17塩基から37塩基には19 bp
の Fur box が-10/-35 box とオーバーラップして存在しており、 hemP は Fur により直
接転写制御を受けると強く示唆される。実際、定量 RT-PCR から DF1 株で hemP の転
写量が著しく増加し、さらに hemP の転写量は鉄添加条件で減少し、鉄制限条件で増
加したことから、hemP の転写は Fur に制御されていると判断した。すなわち、細胞
内の鉄量が過剰になると、鉄-Fur 複合体が hemP のプロモーターに結合し、転写を抑
制すると考えられる。 
 
2-4-2. hmuR と hemP の関連  
	 DP1株は、ヘム鉄を唯一鉄源とする培地で生育が著しく低下した。このことはHemP
が外界のヘム鉄取り込みに関与することを示唆する。細菌のヘム取り込みに関わる遺
伝子として、Y. enterocolitica の hemPRSTUV オペロンが 1992 年に初めて同定された
(Stojilkovic et al., 1992)。ATCC 17616 株の hmuR は、Y. enterocolitica の hemR のホモ
ログであり、本章の解析から ATCC 17616 株の hmuR も外界のヘム取り込みに関与し
ていることが明らかとなった。また、DP1 株で hmuR の転写量減少が認められたこと
から、hemP と hmuR の関連性が明示された。さらに、HemP が hmuR 上流の Fur-box
から 30 bp ほど離れた場所の inverted repeat を認識して結合することを実験的に示し
た。DP 株で hmuR の転写がほとんど見られなかったことから、hmuR の転写に HemP
は必須の因子であると考えられる。 
	 一方、HPF による解析から、ATCC 17616 株の HemP がヘム結合能を有しているこ
とを示した。HemP にヘムが結合することの生理学的意義は今のところ不明であるが、
WT 株において、M9 培地培養時と比較して、ヘムを唯一の鉄源とした培地での培養
時には hmuR の転写量が約 1/2 になったことから、HemP にヘムが結合することで、
HemP による hmuR の転写活性能が低下する可能性が考えられる。しかし、EMSA に
おいて、ヘムの有無で Kd 値に大きな変動はなかったことから、HemP の hmuR 上流
への結合強度にヘムが直接関与している可能性は低いと思われる。 
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	 本研究以前に報告された hemP ホモログ欠失株を用いた研究例は、緒言で述べた
Alphaproteobacteria の S. meliloti と B. japonicum の 2 株のみであり、HemP ホモログの
結合領域の同定は本研究が初めてである。大腸菌の HemP ホモログ YdiE の立体構造
が解かれ、YdiE は 2 量体を形成すると推測されている(Nishimura et al., 2015)。しかし、
YdiE にはジンクフィンガーやヘリックス - ターン - ヘリックスなどの DNA 結合モ
チーフは存在しておらず、ATCC 17616 株の HemP の立体構造モデルでも DNA 結合
モチーフの存在は確認できなかった。今後、HemP の立体構造解析などから、HemP
の DNA 結合様式が明らかになると期待される。 
	 細胞内遊離ヘムは、ROS の生成を誘発することが知られており、本章の HPF を用
いた解析でも、ヘムは過酸化水素を ROS であるヒドロキシラジカルに変換した。す
なわち、過剰に存在する細胞内遊離ヘムは細胞に有害であり、ヘムの取り込み系の発
現は、複数の転写制御因子によって厳密に制御されていると考えられる。実際、本研
究により、hmuR の転写制御には少なくとも Fur と HemP の 2 つが直接関与している
ことが示された。 
 
2-4-2. HemP の hmuR 以外の遺伝子発現制御への関与  
	 ヘムを唯一の鉄源とした培地で DP1 株がほとんど生育できなかったのは、ヘム取
り込みに関与するhmuRが発現せず、細胞内が鉄飢餓状態となったためと考えられる。
しかし、DR1 株はヘムを唯一鉄源とした培地で、WT 株と比較して生育速度は低下し
たものの、生育は認められた。このことから、ATCC 17616 株には hmuR 系以外にも
ヘムの取り込みに関与する遺伝子が存在し、それら遺伝子の発現も hemP によって支
配されていると考えられる。また、本来 hemP の転写が Fur に抑えられる鉄存在条件
で、hemP を高発現させると生育に悪影響を及ぼした。この条件下で hmuR の転写量
に変動がなかったことからも、hemP は hmuR 以外の鉄イオン取り込みに関与する遺
伝子の発現にも関与している可能性が示唆される。 
	 実際、hemP 上流域には鉄取込みに関与すると推定される tonB、exbB、exbD、細胞
内の鉄貯蔵・放出に関与すると推定される bfr と bfd が存在する(Table 2-6)。また、
hemPの下流域には B. cenocepacia H111株の ftrABCDオペロンと相同性がある遺伝子
群が存在するが(Fig. 2-26, 27)、H111 株の ftrC 遺伝子はシデロフォア非依存的な三価
鉄取込みに関与していることが示唆されている(Anugraha et al., 2013)。hemP はこれら
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近傍に存在する鉄取り込み関連遺伝子群の転写制御にも関与しているのかもしれな
い。いずれにせよ、HemP は多くの遺伝子の転写制御に関与している可能性が高く、
全貌解明には、D1P 株を用いた RNA-seq 解析などの網羅的な解析が有効であると考
えられる。 
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Table 2-5 : 各種培地中における WT 株、DP 株、DR 株の生育と hemP と hmuR の転写 
 
ATCC 17616 株の hemP と hmuR の上流にはそれぞれ Fur-box があり、鉄イオン存在時にはこれら遺伝子の
転写が Fur により抑制される。さらに、hmuR 上流には HemP 結合領域(HemP-box)があり、HemP の結合で
転写が活性化されると考えられる。 
HemPHemP boxFurFur boxPromoter
M9 + 2,2′-Bipyridyl  M9 + Hemin M9 + FeCl3
W
T
No growth

Growth

Growth

DP

No growth

No growth

Growth

DR

No growth

slow growth 

Growth

W
T/
pN
IT
_h
em
P
slow growth 

hemP
hmuR
hemP
hmuR
hemP
hmuR
hemP
hmuR
hemP
hmuR
hemP
hmuR
hemP
hmuR
hemP
hmuR
hemP
hmuR
hemP
hmuR
pNIT_hemP
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① ②③ ④⑤ ⑥⑦ ⑧ ⑨ ⑩⑪ ⑫ ⑬⑭⑮ ⑯
??? ?????????? ?????????????????
? ???? ??????????????????????????
? ??? ????????????????
? ???? ??????????????????
? ??? ??????????????????????????????????????
? ???? ???????????????????
? ???? ????????????????????????????
? ???? ????????????????????????????
? ?????????????????????????????????????
? ????????????????????????????????????????
?? ??????????????????????????????
?? ???? ?????????????????????????????
?? ????????????????????????????????????
?? ???? ??????????????????????????????
?? ????????????????????????????????
?? ??????????????????????????????
?? ???? ??????????????????????????
Table 2-6 : hemP 周辺遺伝子のアノテーション情報 
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第 3 章 OxyR と Fur の遺伝的関連性の解明 
 
3-1 緒言 
	 序章で述べた通り、鉄と ROS の発生には密接な関連性があり(Fig. 0-3 A)、先行研
究(Kimura et al., 2012)では Fur と OxyR における遺伝学関連性が示されていた。本章
では OxyR 制御下遺伝子である katG と ahpC、ahpD の機能解明を通じて Fur と OxyR
がどのように細胞の恒常性維持に関与するかを明らかにすることを目的とした。 
	 具体的には、まず、第 1 章で実施した TSS 解析により明らかになった katG、ahpC、
ahpD の転写開始点の上流域のプロモーター配列を精査し、OxyR によるこれら遺伝
子の転写制御機構を推測した。次に、ATCC 17616 株の katG 破壊株である DK 株と、
ahpCと ahpD二重破壊株であるDACD株に対して過酸化水素感受性試験を実施した。
一方、KatG、AhpC、AhpD を精製し、これらが過酸化水素分解活性(カタラーゼ活性)
を有しているか検討した。 
 
3-2 材料と方法 
本章で使用した菌株とプラスミドを Table 3-1 に、使用したプライマーの配列を
Table 3-2 に示した。RNA の抽出に関しては第 1 章に、PCR 法、遺伝子のクローニン
グに関しては第 2 章に準じた。 
 
3-2-1. His タグを付与した KatG、AhpC、AhpD の大量発現  
	 大腸菌中におけるタンパク質の大量発現を行う際、宿主菌株には E. coli BL21 Star 
(DE3)を、プラスミドには pET22b (+)を用いた。pET22b (+) のマルチクローニングサ
イトにプライマーセット NdeI_katG と katG_HindIII、NdeI_ahpC と ahpCXhoI、
NdeI_ahpD と ahpD_XhoI をそれぞれ用いて PCR 増幅した DNA 断片をクローニング
して、それぞれの発現用プラスミド pET_katG、pET_ahpC、pET_ahpD を作製した。
遺伝子産物の発現、精製、ゲル泳動等の操作は、第 2 章に準じて行った。 
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Table 3-1 : 本章で使用した菌株、プラスミド 
Table 3-2 : 本章で使用したプライマー 
Strain Relevant characteristics Reference or source
Plasmid
Ampr, pBR322 origin, lacI, C-terminal His tag
 N-terminal PelB leader with signal peptidase site
pET_katG pET22b (+) carrying katG This study
   pET_ahpC pET22b (+) carrying ahpC This study
   pET_ahpD pET22b (+) carrying ahpD This study
E. coli
  BL21 StarTM (DE3) F-, ompT,  hsdSB(rB-mB-),  gal,  dcm,  rne131 (DE3)
Invitrogen
B. multivorans
ATCC 17616 Soli isolate ; type strain ATCC 
DF1 Cmr ; ATCC 17616 Δfur (Yuhara  et al., 2008)
DK ATCC 17616 ΔkatG (Kimura )
DACD ATCC 17616 ΔahpCD (Kimura )
pET22b (+) Novagen
Primers Sequence (5' to 3') Use
Protein purification
NdeI_katG CCCCATATGTCGACCGAACCGAAGTG purified of KatG
katG_HindIII CCCAAGCTTGACGAGATCGAAGCGGTC purified of KatG
NdeI_ahpC CCCATATGAAAACCGTGGGCGATAA purified of AhpC
ahpC_XhoI CTCGAGCAGCGTTGCGCCG purified of AhpC
NdeI_ahpD CATATGGAATTCATCGATTCGATTAAGG purified of AhpD
ahpD_XhoI CTCGAGTTCGCCTTCGGCGG purified of AhpD
pET_up_conf GCGAAATTAATACGACTCACTATAGG region upstream of pET22b (+)
pET_down_conf CAACTCAGCTTCCTTTCGGGCT region upstream of pET22b (+)
qRT-PCR
rtkatG_F CAAGGTCACAGCCATATCAG region upstream of katG
rtkatG_R CTTCGTCAGGATCAGCTTGC region downstream of katG
DNAA_F GGCGTTCGACGATTTCAAGC region upstream of dnaA (as internal standard)
DNAA_R CGAACGCGTAGAAGAATTCC region downstream of dnaA (as internal standard)
Random primer 1
CAAGCAGAAGACGGCATACGA
GATCTCTTCCGATCTNNNNN
reverse transcription
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3-2-2. ペーパーディスク法による過酸化水素感受性試験  
第 2 章に準じて行った。 
 
3-2-3. 検量線の作成  
30％（w/v）過酸化水素水溶液を蒸留水で希釈し、6、12、18、24、30、36 mM の
H2O2 標準試料を調製したのち、それらの標準試薬の 240 nm における吸光度を測定し
た。 
濃度を横軸に、吸光度を縦軸にとってプロットしたものに、最小二乗法により直線
を当てはめて検量線を作成した。 
 
3-2-4. カタラーゼ活性測定  
30 mM 過酸化水素水溶液 270 µl に精製したタンパク質溶液 30 µl を添加し、25℃
でインキュベートした。1 分おきに波長 240 nm の吸光度を測定し、あらかじめ作成
した検量線から H2O2 の減少量を算出し、酵素のカタラーゼ活性を求めた。各試料に
対して３回の測定を行い、平均値と標準偏差を求めた。 
 
3-2-5. H2O2 による酸化ストレスを与えた際の katG 転写量の測定  
WT 株を OD660 = 1.0 になるまで振とう培養し、培養液を２本のチューブに分け、片
方には過酸化水素を終濃度 500 µM になるように添加し、10 min インキュベートする
ことで酸化ストレスを与えた。その後 RNA 抽出し、定量 RT-PCR で H2O2 添加時と
非添加時の katG の転写量の比較を行った。一連の操作は第 2 章に準じて行った。 
 
3-2-6. WT 株と DK 株におけるカタラーゼ活性の比較  
WT 株と DK 株を 1/3LB 培地で mid-log phase まで培養した。各培養液を２本のチュ
ーブに分け、片方には H2O2 を終濃度 500 µl になるように添加し、10 min インキュベ
ートすることで酸化ストレスを与えた。 
菌株を 1 × PBS で洗浄後、1×PBS に懸濁し、超音波破砕を行い、遠心処理後の上清
を粗酵素液とした。30 mM H2O2 溶液 300 µl に粗酵素液 30 µl を添加し、25℃で 10 min
インキュベートした。各粗酵素液の添加直後と 10 min 後の 240 nm の吸光度減少量を
比較した。 
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3-3 結果 
3-3-1. OxyR を介した遺伝子の転写制御機構の予測  
先行研究で oxyR 欠失株である DO1 株の細胞内タンパク質発現パターンを
SDS-PAGE で解析した際、KatG、AhpC、AhpD は同時に高発現していた(Kimura et al., 
2012)。katG、ahpC、ahpD の周辺領域の構造を Fig. 3-1 に示す。ahpC と ahpD の遺伝
子間は 68 bp しかなく、第 1 章の TSS 解析でも、ahpC 上流に転写開始点が検出でき
たが、ahpC と ahpD の遺伝子間領域には転写開始点を見出すことはできず(Fig. 3-2)、
ahpC と ahpD はオペロンとして共通の発現制御を受けている可能性が高い。また、
katG の転写開始点は TSS 解析により見出すことができなかったが、推定プロモータ
ー配列を解析したところ、推定転写開始点の上流+35 ~ +86 にかけて大腸菌の OxyR
結合コンセンサス配列(Fig. 3-2)と有意な相同性を示す配列が存在していた。 
 
3-3-2. DACD 株と DK 株の過酸化水素感受性試験   
結果を Fig. 3-3 に示す。WT 株、DACD 株、DK 株で形成された阻止円の直径はそ
れぞれ 43.7 mm、44.3 mm、60.0 mm であり、DK 株が WT 株に比べて過酸化水素に高
感受性であることが示された。 
 
3-3-3. KatG、AhpC、AhpD の精製  
C 末端に His x 6 タグを付加したタンパク質の精製後の SDS-PAGE 電気泳動写真を
Fig. 3-4 に示す。各タンパク質の分子量は KatG が 75kDa、AhpC が 21.1 kDa、AhpD
が 19.6 kDa であり、これらはアミノ酸配列から推定された分子量と良く一致した。
また各タンパク質はある程度の純度で精製できた。 
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3-3-4. KatG、AhpC、AhpD のカタラーゼ活性  
H2O2 は 240 nm に特有の吸収波長を有している。H2O2 分解酵素であるカタラーゼが
H2O2 を H2O と O2 に分解すると、波長 240 nm における吸光も減少する。このことを
利用し、H2O2 に由来する 240 nm の吸光度の減少を追跡することで、カタラーゼ活性
を測定した。過酸化水素の濃度と吸光度に対する検量線を Fig. 3-5 に示す。相関係数
は R2 = 0.99785 と高く、検量線の直線性が充分に確認できた。 
過酸化水素を含む反応溶液に精製した KatG、AhpC、AhpD を添加した際の、時間
経過に伴う過酸化水素の減少速度を比較した (Fig. 3-6)。その結果、精製 KatG 添加液
で、明らかな時間経過に伴う 240 nm の吸光度の減少が観察された。 
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ahpC 
ACGCGGGCGCGCACGTTTATTGCGCGTCACACTATCGCCGCGGTTGAGAAAATCTATGGG
GAGTGTTAGTCAAAATCTATTGAATCGCTTCACTAATAGTGTTATAGTCTCCCCATGCTG
TCACATGATCGTTGCAGCACCGAGGTAGCTTGACTCAGTCTTCTTCCCAACTCATACAGG
AGTATCCGCATGAAAACCGTGGGCGATAAACTCGAAGCTTTCACCGTCGTAGCCGCGAAG
CCGGGCTTCAACAATCACGA 
397 
Fig. 3-1 : Chr 1 上の(A) kat と oxyR、(B) ahpC と ahpD の周辺領域の構造 
	 五角形は遺伝子とその転写方向を示した。katG、oxyR、ahpC、ahpD は灰色で示した。 
各遺伝子がコードするタンパク質の推定機能を表に示した。 
	  
Kimura et al., (2012) より転載 
	  
Fig. 3-2 : ahpC-ahpD オペロンの転写開始点と推定 OxyR 結合領域 
	 転写開始点の位置と向きを矢印で、転写量を数値で示した（第 1 章参照）。青字は ahpC の開始コ
ドンを、赤字は-10、-35 box を示す。緑字は E. coli での OxyR 結合コンセンサス配列と一致する箇
所を示している。 
-10 -35 
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Fig. 3-3 : DACD 株と DK 株の過酸化水素感受性試験 
	 過酸化水素に対して形成された阻止円の直径を指標に、過酸化水素感受性を評価した。 
 
Fig. 3-4 : 精製した KatG、AhpC、AhpD の SDS-PAGE 電気泳動 
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Fig. 3-5 : 過酸化水素濃度と吸光度値との検量線 
	  
Fig. 3-6 : KatG、AhpC、AhpD のカタラーゼ活性の比較 
	 240 nm の吸光度の減少でカタラーゼ活性を評価した。 
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3-3-5. 過酸化水素による酸化ストレスを与えた際の katG 転写量  
Fig. 3-6 から KatG はカタラーゼ活性を有していることが示された。そこで、WT 株
に過酸化水素による酸化ストレスを与えた際、katGの転写量が増加するか検討した。
その結果、過酸化水素による酸化ストレスで、katG の転写量が 32.2 倍増加した (Fig. 
3-7)。 
 
3-3-6. WT 株と DK 株におけるカタラーゼ活性の比較  
次に、WT 株と DK 株において、過酸化水素による酸化ストレスを与えた場合の粗
酵素液中のカタラーゼ活性を比較した。その結果、WT 株では、過酸化水素による酸
化ストレスでカタラーゼ活性が約 4 倍上昇した(Fig. 3-8)が、DK 株ではカタラーゼ活
性の上昇は観察されなかった。 
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Fig. 3-7 : WT 株に過酸化水素による酸化ストレスを与えた際の katG の転写量 (定量 PCR による解析) 
	 内部標準として dnaA の転写量を用い、過酸化水素水非添加時の WT における katG の 
転写量を 1 とし、その相対値を示した。	 (- 過酸化水素非添加	  + 過酸化水素添加) 
 
Fig. 3-8 : WT 株と DK 株の粗酵素液中のカタラーゼ活性の比較 
- 過酸化水素非添加	  + 過酸化水素添加 
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3-4 考察 
3-4-1. OxyR を介した遺伝子の発現制御機構  
第 1 章の TSS 解析により ahpC の転写開始点を見出すことができた。また、-35 box
の上流には大腸菌における OxyR 結合コンセンサス配列と有意な相同性を示す配列
が存在していた。このことから ahpC は OxyR により直接転写制御を受けている可能
性が高い。また、ahpC と ahpD の遺伝子間領域に転写開始点が見出されなかったこ
と、遺伝子間領域は 68 bp と短いこと、DO1 株で ahpC と ahpD が同時に発現したこ
とから、この 2 つの遺伝子はオペロンとして共通の制御を受けていると考えられる。 
大腸菌において、OxyR は過酸化水素に曝されると 2 つの Cys 残基がジスルフィド
結合を形成することで立体構造が変化し、RNA ポリメラーゼと相互作用することで
遺伝子の転写を活性化する。OxyR は多くの細菌種で広く保存されている(Fig. 3-9)が、
その作用機序は大腸菌と大腸菌以外の細菌で異なる(Fig. 3-10)。大腸菌以外の OxyR
は過酸化水素存在下では、大腸菌と同様の機構で OxyR の構造が変化し、遺伝子の転
写が活性化するが、細胞内の過酸化水素の濃度が低い場合は、リプレッサーとしても
機能する。例えば Neisseria meningitides (Ieva et al., 2008)、N. gonorrhoeae (Tseng et al., 
2003)、P. aeruginosa (Heo et al., 2010)では、細胞内の過酸化水素の濃度が低い場合、
katG の転写を OxyR が抑制している。また Deinococcus radiodurans の OxyR は大腸菌
の OxyR で保存されている 2 つの Cys 残基を欠いている(Chen et al., 2008)。これらの
報告は OxyR による制御メカニズムが細菌により様々であることを示している。 
大腸菌の OxyR は katG や ahpC、さらに fur の転写も活性化していることが知られ
ている(Zheng et al., 1999)。DO1 株では fur の転写量は増加しておらず、さらに fur の
転写開始点上流に大腸菌の OxyR 結合コンセンサス配列と有意な相同性を示す配列
は見出されなかった(木村 2012)。このことから、少なくとも大腸菌の OxyR と ATCC 
17616 株の OxyR が転写制御する遺伝子の種類には違いがあると考えられた。 
 DO1 株での fur の転写量は WT 株と比較して変化は見られなかったが、FURTA
法で同定された 13 の Fur 制御下遺伝子のうち、7 遺伝子は DO1 株で転写量が増加し
ていた。大腸菌では Fur と OxyR の両方で転写制御される遺伝子が知られており、例
えば、鉄イオウクラスター形成に関与する sufABCDSE オペロンは酸化ストレス存在
時にOxyRにより転写活性され、鉄過剰時はFurによって転写抑制される (Ayala et al., 
2008)。Fur と OxyR の両方で転写制御される遺伝子は他細菌ではほとんど見つかって
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いないが、ATCC 17616 株の上記 7 遺伝子は Fur と OxyR の両方で転写制御を受けて
いる可能性が高い。今後、これらのプロモーター領域の解析及び、ゲルシフトアッセ
イ解析などにより、詳細な転写機構を明らかにするとともに、OxyR と Fur の相互作
用を検討する必要がある。 
 
3-4-2. katG の機能  
ATCC 17616 株の KatG はカタラーゼ活性を有しており、その作用は本株の細胞内
の過酸化水素除去に大きく関与し、細胞の恒常性維持に非常に重要な因子であると考
えられた。また DO1 株で KatG が高発現したこと、WT 株において過酸化水素存在下
で転写量が増加したことから、katG は OxyR によって転写制御を受けていることが強
く示唆された。 
ATCC 17616 株の KatG は B. cenocepacia 5424 株と P844 株の KatG とそれぞれ 91%
と 87%の identity を示した。5424 株と P844 株の KatG は過酸化水素のみならず多様
な過酸化物に対する耐性能にも寄与する(Lefebre et al., 2005 ; Loprasert et al., 2003)。こ
のことから、ATCC 17616 株の KatG もカタラーゼ活性のみならず、多様な機能を有
する可能性がある。しかし、第 1 章の TSS 解析では KatG の転写開始点を検出でき
ず、プロモーター領域の詳細な解析に至ることができなかった。その原因として DF1
株では katG が転写されない、あるいは転写量が極めて少ない可能性が考えられる。
本章の結果から、WT 株では過酸化水素存在下で、katG の転写量が増加することが明
らかになったため、過酸化水素存在下で培養した WT 株を用いた解析で、katG の転
写開始点を見出すことができよう。その上で、katG の転写機構の詳細を明らかにす
る必要がある。 
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Fig. 3-9 : oxyR 遺伝子とその周辺領域の構造 
	 五角形は遺伝子の大きさと転写の方向を示す。ホモログ遺伝子を同じ色で示した。ATCC 17616 株の
oxyR 遺伝子に対するホモログ遺伝子のアミノ酸レベルの identity を青数字で示した。 
 
	  
 
Kimura 博士論文 (2012) より転用 
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Fig. 3-10 : E. coli における OxyR の DNA 結合モデル(A)と N. meningitidis におけるカタラーゼ遺伝子の	 	 	 	
	 	 	 	  OxyR による転写制御モデル(B) 
	 (A) E. coli の OxyR は四量体を形成する DNA 結合タンパク質で、酸化状態において Cys199 と Cys208 
	 	  がジスルフィド結合を形成することにより構造変化を起こし、RNA ポリメラーゼとの相互作用
でしプロモーターを活性化させる。 
	 (B) 還元状態の N. meningitidis の OxyR はカタラーゼ遺伝子の転写を抑制し、過酸化水素水存在下で 
	 	 	 OxyR の構造が変化すると RNA ポリメラーゼと相互作用しプロモーターを活性化させる。 
	  
Mongkolsuk et al. (2002) より転載 
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3-4-3. ahpC-ahpD の機能  
本章では ahpC-ahpD の機能解明に至ることはできなかった。多くの細菌に存在す
る AhpC は 2-Cys タイプのペルオキシレドキシンに属しており、過酸化水素や有機過
酸化物などの酸化物を還元する(Wood et al., 2003)。また、B. pseudomallei P844 株の
AhpC は一酸化窒素耐性に機能する(Loprasert et al., 2003 )。一方、AhpD は disulfide 
reductase であり、酸化された AhpC を還元する電子供与体として機能する。しかし、
本章で精製したAhpCとAhpD の両者を同時に添加しても過酸化水素分解能を検出で
きなかった。本章で解析した ahpC はゲノム上の Chr 1 に存在するが、ATCC 17616
株には Chr 2 にも ahpC ホモログが存在する。両遺伝子産物のアミノ酸配列の identity
は 30%と低く、さらに Chr 2 の ahpC は DO1 株で転写量が減少しており、両者の機能
は互いに異なる可能性が考えられる。今後、この Chr 2 の ahpC 産物がペルオキシタ
ーゼ活性を有するか、また、本遺伝子がどのような転写制御を受けているか、特に
Fur と OxyR による転写制御を受けているか、などを明らかにする必要がある。 
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第 4 章 総合考察 
	 当研究室ではB. muitivorans ATCC 17616株におけるFurを介した鉄の取込み機構及
び、細胞の恒常性維持機構の解明を目指した解析が実施されてきた。先行研究により、
Fur は鉄関連遺伝子のみならず、細胞の恒常性維持に関与する多様な遺伝子の転写制
御に関与するグローバルレギュレーターであることが示されるとともに、土壌での生
残にも必須であることが示されてきた。しかし、本株における Fur を介した発現制御
ネットワークの全貌、および Fur 制御下にある個々の遺伝子の発現制御機構や機能の
詳細は不明のままであった。 
そこで本研究では、Fur 制御に関するゲノムワイドな網羅的研究を実施すると共に、
Fur が直接的に発現制御する個々の遺伝子の発現調節機構や機能について知見を得る
ことで、Fur がどのような遺伝子あるいは細胞内プロセスと関連しながら細胞恒常性
を維持しているか解明することを目的とした。 
 
第 1 章  ATCC 17616 株の Fur に関する網羅的解析  
FURTA 法を用いた先行研究において、本株ゲノムで Fur が特異的に結合する塩基
配列(Fur-box)が 13 箇所同定され、さらに、本株由来の精製 Fur がこれら Fur-box に結
合することがゲルシフトアッセイで示されていた。Fur-box の近傍に存在すると推測
されていた転写開始点を実験的に同定し、Fur-box との相対的な位置関係を明らかに
することで、Fur の作用機序解明に繋がる知見が得られると考えた。そこで、次世代
型シーケンサーを用いた TSS 解析により、本株の fur 欠失誘導株である DF1 株にお
ける転写開始点と転写量を網羅的に検討した。その結果、上記 13 箇所のうち 6 箇所
の近傍に転写開始点を同定できた。それらは、siderophore receptor、hemin uptake protein 
(hemP)、2 つの鉄獲得系関連の ECF sigma factors (orbS と fecI)、bacterioferritin-associated 
ferredoxin (bfd)、および機能未知のタンパク質をコードするとアノテートされた遺伝
子の転写開始点と考えられた。また Fur-box はこれらの転写開始点上流の推定-10 box
あるいは-35 box にオーバーラップする形で存在していた。  
	 次に、WT 株と DF1 株を用いた RNA-seq 解析を実施したところ、シデロフォア
合成に関与すると推定されたすべての遺伝子群、及びヘム取り込みに関与するとされ
るhmuRSTUV遺伝子群の転写量がDF1株で増加していた。またDF1株で転写量が1/10
以上減少した 94 遺伝子を見出した。Fur の基本的機能は、プロモーター領域への結
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合による転写抑制であるが、Fur が、特定遺伝子の発現を抑制する non-coding RNA 
(ncRNA)の発現抑制を介することで、見かけ上当該遺伝子の発現を活性化することが
知られている。そこで RNA-seq 及び TSS 解析のデータを基に、ncRNA の探索を行っ
たところ、推定 ncRNA をコードする 2 つの領域の転写を見いだし、両領域が Fur に
より転写抑制を受けることを示した。この 2 つの推定 ncRNA の機能を in silico 解析
で予測したところ、一つは tmRNA であり、他方は sRNA である可能性が高かった。
そこで Copra RNA プログラムを用いて推定 sRNA の標的 mRNA を 100 程推定した。
このうち 34 遺伝子については、RNA-seq 解析で DF1 株における転写量が WT 株と比
較して半分以下であった。すなわち、これら 34 遺伝子は、推定 sRNA を介して Fur
により見かけ上の転写活性化されると考えられる。 
以上の結果から、ゲノムワイドでの Fur による転写制御機構に関する重要な知見を
得ることができ、さらに、Fur は sRNA を介して多様な遺伝子の転写制御に関与して
いるという新規性の高い機構の存在が示唆された。本研究で同定された ATCC 17616
株の主要な転写開始点は、今後、本株の様々な遺伝子の転写制御機構を解析する際の
重要な基礎知見として利用可能である。 
第 2 章  Fur で転写制御される機能未知遺伝子 hemP の解析  
先行研究において、DF1 株が示す多面的表現型のほとんどが WT 株と同様の表現型
に回復したサプレッサー変異株 8 株の変異箇所が、(i) hemin uptake protein とアノテー
トされているが実際の機能は不明な hemP の内部あるいはそのすぐ上流・下流、また
は、(ii) H2O2 応答転写制御因子遺伝子 oxyR の内部、と同定されていた。すなわち、
Fur と HemP あるは OxyR との重要な関連性が示唆されていた。そこで、本章ではま
ず fur と hemP の二重欠失株である DFP 株を作製し、その表現型解析を行った。その
結果、DFP1 株の表現型のほとんどが WT 株と同様であった。すなわち、Fur と HemP
との関連性が明示されたため、次に、hemP の機能に関する解析を行った。第 1 章の
解析から、hemP の転写開始点が明らかとなり、そのプロモーターにオーバーラップ
する形で Fur-box が存在した。また、DF1 株での hemP 転写量の増加、そして、培地
の鉄濃度の変化に応じた hemP 転写量の変動を見出し、Fur による直接的な hemP 転
写抑制が明らかとなった。 
さらに、hemP 破壊株がヘムを唯一鉄源とする培地で生育速度が低下することを示
した。定量 RT-PCR 解析から、ヘム鉄取り込み外膜タンパク質をコードする hmuR の
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転写量が hemP 欠失株で著しく減少しており、HemP は hmuR の転写制御に関与して
いることが示唆された。そして、ゲルシフトアッセイ及びフットプリント解析から、
HemP は hmuR 上流に存在する Fur-box から 30 bp ほど上流の inverted repeat 配列を認
識して結合することを示し、hmuR の転写促進への HemP の直的接関与を明らかにし
た。 
DF1 株では、WT 株と比較して hemP と hmuR の転写量が増加していた。一方、DFP1
株では hmuR の転写量が WT 株並の低レベルだったが、これは hemP の欠失により
hmuR の転写誘導が起こらなくなることに起因すると推定された。ただ、DF1 株で見
られた多面的表現型のほとんどが更なる hemP 欠失変異付加で WT 株同様のレベルに
回復した分子機構は不明のままである。HemP を高発現している DF1 株は生育速度が
低下したことから、HemP が hmuR 以外の遺伝子の転写制御にも関与している可能性
が考えられる。このような HemP が転写制御する遺伝子を網羅的に同定には、DP 株
を用いた RNA-seq 等の手法が有効である。 
	 本研究から、フェントン反応が hemin によっても引き起こされ、さらにヒドロキシ
ラジカルの発生量は FeCl3 によるフェントン反応より高いことが明らかとなった。
FeCl3 と比較して hemin によるフェントン反応では、繰り返し反応が引き起こされ、
ヒドロキシラジカルが大量に発生していると考えられる。ATCC 17616 株の HemP は
ヘム結合能を有していることが強く示唆され、さらに in vitro の実験から、HemP が
フェントン反応を抑えることが明らかとなった。このことから HemP は転写制御のみ
ならず、細胞内の遊離ヘムと結合し、フェントン反応を抑制し細胞内の恒常性維持に
関与していることが示唆された。 
 
第 3 章  OxyR 制御下遺伝子の解析  
鉄と ROS の発生には密接な関連性があり、先行研究で Fur と OxyR における遺伝
学関連性が示されていた。しかし OxyR 制御下遺伝子群の詳細な機能解明には至って
いなかった。そこで第 3 章では OxyR 制御下遺伝子である katG、ahpC、ahpD の機能
解明を行い、Fur と OxyR がどのような細胞プロセスを制御することで恒常性維持を
行っているのか解明することを目的とした。 KatG は相同性から予想されたカタラー
ゼ活性を実際に有しており、その作用は本株の細胞内の過酸化水素除去に大きく関与
していることが判明した。DF1 株のサプレッサー変異株では、oxyR に変異が入るこ
とで KatG が高発現し、DF1 株細胞内で増加していた過酸化水素を効率的に分解する
ことで、表現型が WT 株レベルに回復したと示唆された。 
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